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AG UBER DIE INTERNATIONALE ZU&A 
A\UF DEM GEBIET DES PATEN~^Wi 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



MMENARBEIT 
SENS 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
M/40076-PCT 


WEITERES siene Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/07251 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

27/07/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

27/07/1999 


Anmelder 

BASF AKTIENGESELLSCHAFT 



Dieser international Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemafc 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Biiro ubermittelt. 

Dieser international Recherchenbericht umfaBt insgesamt _4 Blatter. 

|X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Benefits 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die international Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefiihrtworden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

j | Die international Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behdrde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefiihrtworden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

[X] in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

| | zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daG das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



2. 
3. 



□ 

m 
m 

□ 
□ 



Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
[ | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I | Anmelder kann der Behdrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verdffentlichen: Abb. Nr. 2 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen keine der Abb. 

[X] weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
Pj weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



m 



m 



THIS PAGE BLANK (us«>) 



TT 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



I Int 



Internationales Aktenzeichen 



CT/EP 00/07251 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELWKSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/53 C12N11/14 C12N11/06 C12N9/02 
C12P7/64 

Nach der Internationalen Pateniklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Ktassifikation und der IPK 



C12Q1/26 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchlerter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12N C12Q C12P 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte etektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

WPI Data, PAJ, CAB Data, STRAND, BIOSIS, EPO-Internal 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



FAULKNER KEVIN M ET AL: 

"Electrocatalytically driven 

omega-hydroxylation of fatty acids using 

cytochrome P450 4A1." 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF THE UNITED STATES, 

Bd. 92, Nr. 17, 1995, Seiten 7705-7709, 

XP002156161 

1995 

ISSN: 0027-8424 
das ganze Dokument 

-/-- 



1-19 



m 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

'A' Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

'E' alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

■L' Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchen benefit genannten Verdffentlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O' Verdffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



T Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

■X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

•&' Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



21. Dezember 2000 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



11/01/2001 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Hornig, H 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT |— — — — 

Jl Internationales Aktenzelchen 

^fccT/EP 00/07251 


C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICrH^iESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie 0 


Bezeichnung der Ver6ffenllichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


A 


IWUOHA E I ET AL: "DRUG METABOLISM 

BIOSENSORS: ELECTROCHEMICAL REACTIVITIES 

OF CYTOCHROME P450CAM IMMOBILISED IN 

SYNTHETIC VESICULAR SYSTEMS" 

JOURNAL OF PHARMACEUTICAL AND BIOMEDICAL 

ANALYSIS, US, NEW YORK, NY, 

Bd. 17, Nr. 6/07, 1998, Seiten 1101-1110, 

XP000874063 

ISSN: 0731-7085 

das ganze Dokument 


1-9 


A 


GB 2 312 960 A (BRITISH GAS PLC) 
12. November 1997 (1997-11-12) 
das ganze Dokument 


1-9 


A 


SCHWANEBERG ULRICH ET AL: "A continuous 

spectrophotometry assay for P450 BM-3, a 

fatty acid hydroxy 1 at ing enzyme, and its 

mutant F87A." 

ANALYTICAL BIOCHEMISTRY, 

Bd. 269, Nr. 2, 1. Mai 1999 (1999-05-01), 

Seiten 359-366, XP002156030 

ISSN: 0003-2697 

das ganze Dokument 


20,21 


A 


DATABASE BIOSIS 'Online! 

BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE, 

PHILADELPHIA, PA, US; 1996 

FANG XIAOQJUN ET AL: "Dithi onite-supported 

hydroxylation of palmitic acid by 

cytochrome P450BM-3." 

Database accession no. PREV199799317033 

XP002156162 

in der Anmeldung erwahnt 
Zusammenfassung 

& DRUG METABOLISM AND DISPOSITION, 

Bd. 24, Nr. 11, 1996, Seiten 1282-1285, 

ISSN: 0090-9556 


1-8 


A 


GRAHAM-LORENCE SANDRA ET AL: "An active 
site substitution, F87V, converts 
cytochrome P450 BM-3 into a regio- and 
stereoselective (14S, 15R)-arachidonic acid 
epoxygenase. " 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 

Bd. 272, Nr. 2, 1997, Seiten 1127-1135, 

XP002155914 

ISSN: 0021-9258 

das ganze Dokument 

-/-- 


11-18 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLIC 



ESEHENE UNTERLAGEN 



lint 

m 



Internationales Aktenzelchen 

CT/EP 00/07251 



Kategorie 0 Bezelchnung der Veroffentlichung, sowelt erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



OLIVER CATHERINE F ET AL: "A single 
mutation in cytochrome P450 BM3 changes 
substrate orientation in a catalytic 
intermediate and the regiospecif icity of 
hydroxyl at ion. " 
BIOCHEMISTRY, 

Bd. 36, Nr. 7, 1997, Seiten 1567-1572, 

XP002131694 

ISSN: 0006-2960 

in der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 

OLIVER CATHERINE F ET AL: "Engineering 

the substrate specificity of Bacillus 

megaterium cytochrome P-450 BM3: 

Hydroxyl ati on of alkyl tri methyl ammonium 

compounds. " 

BIOCHEMICAL JOURNAL, 

Bd. 327, Nr. 2, 1997, Seiten 537-544, 

XP002156031 

ISSN: 0264-6021 

das ganze Dokument 

W0 97 49832 A (UNIV KINGSTON ;PETK0VICH P 
MARTIN (CA)) 

31. Dezember 1997 (1997-12-31) 
das ganze Dokument 



11-18 



11-18 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

(formation on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



Jnfor 

-# 



Publication 
date 



J Int 

m 



International Application No 

CT/EP 00/07251 



Patent family 
member(s) 


Publication 


AU 


716380 


B 


24-02-2000 


AU 


2707897 


A 


05-12-1997 


CA 


2254352 

ftp- «p- W I w «^ 4_ 


A 


20-11-1997 


CZ 


9803588 


A 


14-04-1999 


EP 


0897537 


A 


24-02-1999 


WO 


9743632 


A 


20-11-1997 


GB 


2341181 


A,B 


08-03-2000 


GB 


2341236 


A,B 


08-03-2000 


JP 


2000511630 


T 


05-09-2000 


PL 


329761 


A 


12-04-1999 


SK 


154298 


A 


13-03-2000 



GB 2312960 



12-11-1997 



WO 9749832 


A 


31-12-1997 


US 


6063606 


A 


16-05-2000 








AU 


3162097 


A 


14-01-1998 








AU 


3332197 


A 


14-01-1998 








CA 


2257180 


A 


31-12-1997 








WO 


9749815 


A 


31-12-1997 








EP 


0910644 


A 


28-04-1999 








EP 


0935676 


A 


18-08-1999 








ZA 


9705541 


A 


03-02-1999 








ZA 


9705542 


A 


09-12-1998 








BR 


9709924 


A 


10-08-1999 
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VERTRAG UBER ^1 INTERNATIONALE ZUSAlJ^NARBEIT AUF DEM ^ 

GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwaits 
M/40076-PCT 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/07251 


Internationales Anme\6e6aXumCrag/Monat/Jahr) 
27/07/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
27/07/1999 


Internationale Patentklasslfikatlon (IPK) Oder r 
C12N 15/53 


lationale Klassiflkatlon und IPK 


Anmelder 

BASF AKTIENGESELLSCHAFT et al. 



1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



li 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



23/02/2001 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



13.11.2001 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax:+49 89 2399-4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Strobel, A 

Tel. Nr. +49 89 2399 7362 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/07251 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeideamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70. 17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-70 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1-22 ursprungliche Fassung 




Zeichnungen, Blatter: 



1/10-10/10 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

53-70, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucieotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

H in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

IS Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

H Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/07251 



Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-22 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -22 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -22 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/07251 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt I 

Grundlage des Bescheides 

Die beanspruchte Prioritat wurde nicht gepruft, weil im internationalen 
Recherchenbericht kein nach dem Prioritatstag veroffentlichtes Dokument angefuhrt ist. 

Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Es wird verwiesen auf folgende Dokumente: 

D1 : FAULKNER KEVIN M ET AL: PROCEEDINGS OF THE NATIONAL 
ACADEMY OF SCIENCES OF THE UNITED STATES, Bd. 92, Nr. 17, 1995, 
Seiten 7705-7709, XP002156161 

D2: DATABASE BIOSIS [Online] BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE, 
PHILADELPHIA, PA, US; 1996 FANG XIAOQJUN ET AL: Database accession no. 
PREV1 9979931 7033 XP002156162 & DRUG METABOLISM AND DISPOSITION, 
Bd. 24, Nr. 11, 1996, Seiten 1282-1285 

Neuheit 

Kein Dokument des Stands der Technik offenbart ein Elektronendonorsystem 
nach Anspruch 1 oder ein Verfahren zur enzymatischen Ubertragung von 
Sauerstoff. Anspruche 1-22 sind damit neu (Artikel 33(2) PCT). 

Erfinderische Tatigkeit 

D1 als nachster Stand der Technik beschreibt die Hydroxylierung von Fettsauren 
durch ein Cytochrom P450 Enzym, wobei NADPH als Elektronendonor und 
Co(lll)sepulchrat als Mediator dienen. Im Unterschied zu D1 ist die 
Elektronenquelle aus Anspruch 1 anorganisch und nicht elektrodengebunden. 
Dies bewirkt eine wesentliche Verminderung der Kosten der enzymatischen 
Redoxreaktion, da NADPH sehr teuer ist. Die Anspruch 1 zugrunde liegende 
technische Aufgabe ist also die Bereitstellung eines Elektronendonorsystems zur 
Durchfuhrung enzymatischer Redoxreaktionen, das billiger als die Systeme des 
Stands der Technik ist. Die Losung besteht in der Verwendung von Zinkpulver als 




Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/07251 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Elektronenquelle, das Elektronen auf den Mediator Co(lll)sepulchrat ubertragt, 
wodurch wiederum ein Cytochrom P450-Enzym reduziert wird. D2 offenbart ein 
Elektronendonorsystem ohne Mediator mit Dithionit als Elektronenquelle, das 
direkt Cytochrom P450 BM-3 reduziert und dadurch die Hydroxylierung von 
Palmitat durch dieses Enzym ermoglicht. Dabei wird das Dithionit nicht 
regeneriert. D5 weist auf die Moglichkeit hin, NADPH durch diese billige 
anorganische Elektronenquelle zu ersetzen, erwahnt jedoch nicht Zinkpulver als 
mogliche Elektronenquelle. Der Fachmann vermag also unter Kombination von 
D1 mit D5 ein billiges Elektronendonorsystem mit Dithionit als Elektronenquelle 
sowie Co(lll)sepulchrat als Mediator zu erhalten, wird aber nicht dazu veranlaBt, 
Zinkpulver zu verwenden. Damit sind Anspruche 1-22 nicht offensichtlich 
(Erfullung von Artikel 33(3) PCT). 

Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1. Anspruche 1-5 erfullen nicht die Anforderungen von Artikel 6 PCT, weil sie die 
Elektronenquelle unzureichend definieren. Das wesentliche Merkmal der nicht 
offensichtlichen Erfindung der Anmelderin ist Zinkpulver als Elektronenquelle. 
Dieses Merkmal wird jedoch in besagten Anspruchen nicht erwahnt. 
AuBerdem werden die Anspruche 1-5 nicht, wie in Artikel 6 PCT vorgeschrieben, 
durch die Beschreibung gestutzt, da ihr Umfang uber den durch die Beschreibung 
und die Zeichnungen gerechtfertigten Umfang hinausgeht. Die Grunde dafur sind 
die folgenden: Anspruche 1 , 4 und 5 beziehen sich auf ein beliebiges Enzym mit 
Redoxeigenschaften, die Anmeldung offenbart jedoch nur eine Cytochrom P450 
Monoxygenase (BM-3 mit Mutanten) als Substrat des Elektronendonorsystems. 
Anspruche 2 und 3 definieren weder Mediator noch Elektronenquelle. Damit ist 
der Gegenstand besagter Anspruche dem Fachmann nur mit unzumutbarem 
Aufwand zuganglich. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



ational application No. 

PCT/EP00/07251 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
^ the international application as originally filed 
the description: 

pages 1-70 

pages 

pages 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



[x] 



the claims: 

pages 

pages 

pages 
pages 



1-22 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/10- 10/10 



, as originally filed 
, filed with the demand 



., filed with the letter of 



iX| the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 
pages 



53-70 



, as originally filed 

. , filed with the demand 



_, filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is- 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 

□ 

the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ contained in the international application in written form, 
filed together with the international application in computer readable form, 
furnished subsequently to this Authority in written form, 
furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 

|~ | This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70. 16 
and 70.17). 

* Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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L Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under. Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

The claimed priority was not examined because the 
international search report does not cite any document 
published after the priority date. 
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In^j^Eional application No. 
PCT/EP 00/07251 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-22 



1-22 



1-22 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

This report makes reference to the following documents: 

Dl: FAULKNER KEVIN M . ET AL . : PROCEEDINGS OF THE 

NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF THE UNITED STATES, 
Vol. 92, NO. 17, 1995, pages 7705-7709, XP002156161 

D2 : DATABASE BIOSIS [Online] BIOSCIENCES INFORMATION 

SERVICE, PHILADELPHIA, PA, US; 1996, FANG XIAOQJUN 
ET AL. : Database accession No. PREV199799317033 , 
XP002156162 Sc DRUG METABOLISM AND DISPOSITION, Vol. 
24, No. 11, 1996, pages 1282-1285. 



1. Novelty 

No prior art document discloses an electron donor 
system as per Claim 1 or a method for the enzymatic 
transfer of oxygen. Claims 1-22 are therefore novel 
(PCT Article 33 (2) ) . 

2. Inventive step 

Dl, the closest prior art, describes the 
hydroxylation of fatty acids by a cytochrome P450 
enzyme, in which method NADPH is used as electron 
donor and Co ( III ) sepulchrate as mediator. Unlike in 
Dl, the electron source in Claim 1 is inorganic and 
not electrode-bound. This considerably reduces the 
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costs of the enzymatic redox reaction, since NADPH 
is very expensive. Claim 1 therefore addresses the 
technical problem of providing an electron donor 
system for carrying out enzymatic redox reactions 
that is less expensive than the prior art system. 
The solution consists in using zinc powder as 
electron source for transferring electrons to the 
mediator Co ( III) sepulchrate, in turn reducing a 
cytochrome P450 enzyme. D2 discloses an electron 
donor system without mediator in which dithionite is 
used as electron source and which directly reduces 
cytochrom3 P450 BM-3, thus enabling palmitate to be 
hydroxylated by this enzyme. Dithionite is not 
regenerated therein. D5 points out the possibility 
of replacing NADPH by this inexpensive inorganic 
electron source but does not mention zinc powder as 
a possible electron source. A person skilled in the 
art may therefore produce an inexpensive electron 
donor system with dithionite as electron source and 
Co (III) sepulchrate as mediator, by combining Dl with 
D5, but he is not induced to use zinc powder. Claims 
1-22 are therefore not obvious and comply with PCT 
Article 33(3). 
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VTIL Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. Claims 1-5 do not meet the requirements of PCT 

Article 6 because they do not sufficiently define 
the electron source. The essential feature of the 
non-obvious invention is the use of zinc powder as 
electron source. However, these claims do not 
mention this feature. Moreover, Claims 1-5 are not 
supported by the description, thereby contravening 
PCT Article 6, because their scope extends beyond 
the scope justified by the description and the 
drawings. The reasons therefor are as follows: 
Claims 1, 4 and 5 concern any enzyme with redox 
properties, although the application discloses only 
a cytochrome P450 monoxygenase (BM-3 with mutants) 
as substrate for the electron donor system. Claims 2 
and 3 do not define a mediator or an electron 
source. A person skilled in the art needs therefore 
to apply an unacceptable effort in order to 
determine the subject matter of these claims. 



\ 



\ 
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(57) Abstract: The invention relates to a novel electron donor system 
for enzymes with redox properties and to its use in enzyme-catalyzed 
oxidation reactions, such as the production of oo hydroxylated fatty 
acids. The invention further relates to an improved analysis method 
for fatty acid monoxygenases and to bioreactors and test kits wherein 
the inventive electron donor system is advantageously used. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein neuartiges Elek- 
tronendonorsystem fur Enzyme mit Redoxeigenschaften, und dessen 
Verwendung in enzymkatalysierten Oxidationsreaktionen, wie insbe- 
sondere der Herstellung co hydroxylierter Fettsauren. Die Erfindung 
betrifft auBerdem ein verbessertes Nachweisverfahren fur Fettsauremo- 
noxygenasen, Bioreaktoren sowie Testkits, worin das Elektronendonor- 
system vorteilhaft einsetzbar ist. 



IT) 



O 
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Elektronendonor system fur Enzyme und dessen Anwendung bei der 
biochemischen Umsetzung von Substraten 

5 Die Erfindung betrifft ein neuartiges Elektronendonor system fur 
Enzyme mit Redoxeigenschaften und dessen Verwendung in enzymkata- 
lysierten Oxidationsreaktionen r wie insbesondere der Herstellung 
(o-hydroxylierter Fettsauren. Die Erfindung betrifft auflerdem ein 
verbessertes Nachweisverf ahren fur Fettsauremonooxygenasen, Bio- 
10 reaktoren sowie Testkits, worin das Elektronendonor system vor- 
teilhaft einsetzbar ist. 

Die biotechnologische Nutzung von Enzymen mit Redoxeigenschaften, 
wie z.B. von Monooxygenasen, in zellfreien Reaktionssystemen ist 
15 grundsatzlich mit dem Problem behaftet, daB die verwendung natur- 
licher Cofaktoren zur Bereitstellung der erf orderlichen Redox- 
Aquivalente (wie z.B. von NADH Oder NADPH) mit unvertretbar hohen 
Kosten verbunden ist. 

20 Dies gilt auch fur die biotechnologische Nutzung von Cytochrom 
P450-haltigen Monooxygenasen. Funktionell ist alien P450-Enzymen 
gemeinsam, Sauerstof f atome auf nicht aktivierte aliphatische oder 
aromatische X-H (X = -C, -N, -S) Bindungen zu ubertragen. Daruber 
hinaus vermogen P450-Enzyme -C=C- Doppelbindung zu epoxidieren. 

25 Fiir diese Oxygenierungsreaktionen benotigen die meisten P450-Sy- 
steme Cofaktoren, wie NADPH oder NADH, als Elektronenquelle. Ent- 
sprechend der Realisierung dieses Elektronen-Transfer systems (Re- 
duktasesystems ) unterteilt man P450-Systeme in vier Klassen. 
Klasse I P450-Enzyme enthalten als Reduktase eine FAD-Domane und 

30 ein weiteres Fe-S-Protein (zumeist mitochondriale und bakterielle 
P450-Enzyme) , Klasse II P450-Enzyme besitzen eine FAD / FMN— Reduk- 
tase (meist ER-P450-Enzyme) und Klasse III P450-Enzyme benotigen 
keine weiteren Redukt ions aquivalente, sie setzen peroxygenierte 
Substrate um, die den Sauerstof £ bereits enthalten. Das einzige 

35 P450-Enzym der Klasse IV erhalt seine Elektronen direkt ohne 
Transfer system von NADH. 

Die funktionelle Vielfalt der durch P450-Systeme katalysierten 
Monooxygenierungen auf chemischem Wege hauf ig nur schwer zugang- 

40 licher Verbindungen bietet ein enormes biotechnologisches , phar- 
makologisches und toxikologisches Potential. Eine wichtige Vor- 
aussetzung zur in vitro Nutzung dieser Potentiale ist die Ent- 
wicklung geeigneter Expressions-, Reinigungs- und vor allem Akti- 
vitatsnachweissysteme, die erlauben, P450-Systeme zu charakteri- 

45 sieren und Enzymvarianten mit "verbesserten" Eigenschaf ten auf zu- 
f inden. 
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Weitere wichtige Voraussetzung fiir die Nutzung dieser P450-Mono- 
oxygenasen, insbesondere der Klassen I und II, ware die Verfug- 
barkeit eines kostengiinstigen Elektronendonor systems. 

5 Ein NADPH-Cofaktor-Recycling-System wurde von Deffner et al., 
Ann. N.Y. Acad. Sci.(1987) 501, 171 vorgestellt. Dieses stellt 
aber bei Anwendung im praparativen Mafistab ein Kostenproblem dar 
und gestaltet Reaktionsf uhrungen in Enzym-Membran-Reaktoren 
komplizierter. Deshalb wurde nach alternativen Elektronendonor en 

10 gesucht. Ein vielversprechenden Weg stellt die elektrochemische 
Reduktion von P4 50 -Enzyme n dar. Estabrook et al. (Methods Enzymol. 
(1996) 272, 44) konnten mittels eines Co(III)sepulchrat-Mediator- 
systems und Pt-Elektroden fiir sechs verschiedene P450-Enzyme 
Umsatze bestimmen. Die Aktivitaten waxen jedoch etwa 8-fach 

15 geringer als beim Redukt ions Equivalent NADPH. Statt des Mediators 
wurde in Natriumdithionit ( Fang et al - , Drug . Metab . 
Dispos. (1996) 24(11): 1282) eine Verbindung gefunden, die 
P450-Enzyme direkt reduziert. Im Falle von P450 BM-3 war die 
Aktivitat mit Natriumdithionit gegeniiber NADPH um Faktor 8150 

20 reduziert; vermutlich wird P450 BM-3 durch Natriumdithionit 
dreifach reduziert und damit groflteils inaktiviert. 



25 Eine erste Aufgabe der Erfindung war es daher, ein 

kostengiinstiges, effizientes, alternatives Elektronendonor system 
fiir Enzyme mit Redoxeigenschaften bereitzustellen. Insbesondere 
sollte dieses System in biochemischen Umsetzungen verwendbar 
sein, an welchen Cytochrom P450-haltige Enzyme beteiligt sind. 

30 Aufierdem sollte ein verbessertes Nachweisverf ahren fiir 

p450-Enzyme bereitgestellt werden. Eine weitere Aufgabe der 
Erfindung bestand in der Bereitstellung eines verbesserten 
biotechnologischen Verf ahrens zur enzymatischen Ubertragung von 
Sauerstoff auf organische Molekiile und insbesondere zur 

35 terminalen oder subterminalen Hydroxy lierung von Hydrocarbylver- 
bindungen mit polarem Gruppe, wie insbesondere Fettsauren. 

Diese Aufgaben wurden iiberraschenderweise gelost durch 
Bereitstellung eines Elektronendonorsystems fiir die Ubertragung 

40 von Elektronen auf Enzyme mit Redox-Eigenschaften, das dadurch 
gekennzeichnet ist, dafi das System eine anorganische, nicht 
elektrodengebundene Elektronenquelle und einen Mediator umfaBt, 
der zur Ubertragung von Elektronen von der Elektronenquelle auf 
das Enzym befahigt ist. Dabei konnen die Komponenten des Systems 

45 einzeln oder im Gemisch, in getragerter oder vorzugsweise 
ungetragerter Form vorliegen. 
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Eine "nicht elektrodengebundene Elektronenquelle" im Sinne der 
Erfindung ist ohne Anlegen einer externen Spannung zwischen einem 
Elektrodenpaar zur Abgabe von Elektronen an den Mediator befa- 
higt. insbesondere wird dabei der Mediator durch die Elektronen- 
5 quelle iiber eine chemische Redoxreaktion reduziert. 

Das erfindungsgemafl bereitgestellte Elektronendonor system ist 
insbesondere fur Cytochrom P450-haltige Enzyme, wie z.B. die in 
der groBen Familie der Monooxygenasen (E.C. 1.14.-.-) 
10 zusammengefassten Enzyme, anwendbar. Als nicht limitierendes Bei- 
spiel sei hier die aus dem Bacillus megaterium isolierbare Cy- 
tochrom P450-Monooxygenase BM-3 genannt. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm des Elektronendonor systems 
15 umfaBt dieses einen Mediator mit einem Standard-Normalpotential 
(z.B. gemessen gegen Kalomel-Elektrode; unter Standardbedingun- 
gen; vgl. unten Caesar et al.) im Bereich von weniger als etwa 
-0,4 V. Nichtlimitierende Beispiele fiir erfindungsgemafl brauch- 
bare Mediatoren sind Kobalt ( III ) sepulchrat, Methylviologen, 
20 Neutralrot, Riboflavin, Rutheniumtriacetat, FMN und FAD, wobei 
Kobalt (III) sepulchrat bevorzugt ist. Kobalt (III) sepulchrat be- 
sitzt beispielsweise unter Standardbedingungen ein Normalpotenial 
von -0,54 V (vgl. Caesar et al. (1977), J. Am. Chem. Soc, 99, 
3181). 

25 

Das erfindungsgemaBe Elektronendonor system umfaBt vorzugsweise 
als Elektronenquelle ein Metall mit einem niedrigeren 
Standard-Normalpotential als der Mediator. Als nicht limitierendes 
Beispiel fur die Elektronenquelle ist metallisches Zink zu 
30 nennen. Das Metall liegt dabei vorzugsweise in einer reaktiven 
Form, d.h. mit groBer Oberflache, wie z.B. pulverf ormig , vor. 

Bevorzugte erf indungsgemafle Elektronendonor systeme umfassen 
folgende Kombinationen von Elektronenquelle und Mediator: 



35 



Zn/Kobalt( III) sepulchrat oder 
Zn/Neutralrot. 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrif ft ein Verf ahren zur 
40 enzymatischen Oxidation von, d.h. Ubertragung von Sauerstoff auf 
ein Kohlenwasserstof f-haltiges Wasserstof f donor-Molekiil (d.h. 
eine oxidierbare Verbindung) , das dadurch gekennzeichnet ist f daB 
man das wasserstof f-Donormolekiil in einem Reaktionsmedium, 
umfassend das Sauerstof f-ubertragenden Enzym und ein 
45 Elektronendonor system gemaB obiger Definition, in Gegenwart von 
Sauerstoff unter Reaktionsbedingungen inkubiert. 



WO 01/07573 




PCT/EP00/07251 



Eine "Oxidation" im Sinne der vorliegenden Erfindung betrifft 
enzymkatalysierte Oxidations reaktionen im weitesten Sinne. 
Insbesondere umf aflt der Begrif f Oxidationsreaktionen welche von 
Enzymen aus der Klasse der Monooxygenasen (E.C.I. 14.-.-) und vor 
5 allent von Cytochrom P450-Enzymen katalysiert werden. Diese 
Oxidationsreaktionen umfassen: 

a) Kohlenstof f-Oxidationen an gesattigten oder ungesattigten, 
aliphatischen oder aromatischen Kohlenstof f atomen, wie z.B. 

10 Hydroxy lierungen und Epoxidierungen; 

b ) Schwef el-Oxidationen; 

c ) Stickstof f-Oxidationen ; 

d) oxidative Dealky lierungen; und 

e) oxidative Dehalogenierungen . 

15 

Dabei ist das Wasserstof f-Donormolekul vorzugsweise 
ausgewahlt unter Verbindungen der Formel 



R-X 

20 

worin 



R fur einen geradkettigen oder verzweigten, vorzugsweise 

geradkettigen, Alkylrest mit 8 oder mehr Kohlenstof fatomen, 
25 wie z.B. 10 bis 30 Kohlenstof fatomen, steht, und 

X fur eine polare, zur Ausbildung von Wasserstof fbrucken 

befahigte Gruppe, vorzugsweise eine Carboxy-, Amid-, Nitril, 
Sulfat-, Sulfon-, Amin- oder Hydroxygruppe , steht. 

30 

Eine bevorzugte Variante obigen Verfahrens betrifft die 
enzymatische Herstellung terminal oder subterminal (d.h. in 
Position o-l bis o>-4) hydroxylierter Fettsauren, das dadurch 
gekennzeichnet ist, dafi man 

35 

a) eine hydroxylierbare Fettsaure oder ein hydroxylierbares 

Fettsaurederivat in Gegenwart eines Elektronendonorsystems 
gemaB obiger Definition mit einer Cytochrom P450 Monooxyge- 
nase und Sauerstoff umsetzt; und 
40 b) das (die) hydroxylierte(n) Produkt(e) isoliert. 

Die a)-hydroxylierbare (d.h. terminal oder subterminal hydroxy- 
lierbare) Fettsaure bzw. deren Derivat ist erf indungsgemafl 
bevorzugt ausgewahlt unter bzw. abgeleitet von terminal 
45 gesattigten, verzweigten oder unverzweigten Fettsauren mit 8 oder 
mehr, wie z.B. mehr als 10 Kohlenstof fatomen, insbesondere C12 - 
C 30 -Fettsauren. Als nichtlimitierende Beispiele fur erf indungsge- 
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raaB hydroxylierbare Fettsauren sind diese zu nennen: Capryl-, Pe- 
largon-, Undecan-, Laurin-, Tridecan-, Myristin-, Pentadecan- , 
Palmitin-, Margarin-, Stearin-, Nonadecan-, Arachin-, Behen-, Li- 
gnocerin-, Cerotin- und Melissinsaure . 



Belspiele fiir geeignete Fettsaurederivate sind Ci-C 4 -Alkylester, 
Amide Oder Anhydride mit vorzugsweise kurzkettigen, insbesondere 
C i -C 4 -C ar bons auren . 

10 In den oben beschriebenen erf indungsgemaBen Verf ahren verwendet 
man bevorzugte als Enzym eine Cytochrom P450 Monooxygenase, die 
ausgewahlt ist unter: 

- Cytochrom P450 Monooxygenasen der Enzymklasse E.C. 1.14.-.-, 
insbesondere aus der P450-Familie CYP102, eukaryotischen Oder 

15 prokaryotischen, insbesondere bakteriellen Ursprungs, und vor- 
zugsweise dem aus Bacillus megaterium (DSM 32T) isolierbaren 
Wildtypenzym; oder 

- einer Mutante davon, 

20 Eine bevorzugte Gruppe von Mutanten ist abgeleitet von Cytochrom 
P450 Monooxygenase BM-3 aus Bacillus megaterium mit einer Amino- 
sauresequenz gemaB SEQ ID NO: 35, welche wenigstens eine funktio- 
nale Mutation in einem der folgenden Aminosauresequenzbereiche 
aufweist: 24-28, 45-51, 70-72, 73-82 (helix 5), 86-88 (helix 6), 

25 172-224 (F/G-loop) und 352-356 (ft-strand 8); sowie funktionale 
Aquivalente dieser Mutanten. 

Eine "funktionale Mutation" im Sinne der vorliegenden Erfindung 
umfasst einen Aminosaureaustausch in den genannten Sequenzberei- 
30 chen, welcher zu einer Mutante fiihrt, die weiterhin zzur Katalyse 
einer der oben genannten Oxidationsreaktionen wie z.B. Hydroxy- 
lierungen befahigt ist. 

Besonders bevorzugt sind erf indungsgemaft P450 BM-3-Monooxygenase- 
35 Mutanten, welche wenigstens je eine funktionale Mutation in den 
Aminosauresequenzbereichen 86-88, 172-224, 73-82, 45-51, 24-28 
70-72 und 352-356 auf (gemaB SEQ ID NO: 35) einzeln oder in Kom- 
bination umfassen. 

40 Insbesondere kann eine Aminosauresubstitution in wenigstens einer 
der Positionen 26, 47, 72, 74, 87, 188 und 354 gemaB SEQ ID NO: 
35 des wildtypenzyms vorliegen. 

So kann beispielsweise Phe87 ersetzt sein durch eine Aminosaure 
45 mit aliphatischer Seitenkette, wie z. B. Ala, Val, Leu, insbeson- 
dere Val oder Ala; Leul88 kann ersetzt sein durch eine Aminosaure 
mit Amin- oder Amid-Seitenkette, wie z. B. Asn, Gin, Arg oder 
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insbesondere Lys, Oder Aminos auren wie Ala, Gly, Ser und Trp; 
Ala74 kann ersetzt sein durch eine andere Aminos aure mit alipha- 
tischer Seitenkette, wie z. B. Val und insbesondere Gly; Arg47 
kann ersetzt sein durch eine Aminosaure mit ringformiger Seiten- 
5 gruppe, wie z.B. His, Tyr oder insbesondere Phe; und Val26 kann 
ersetzt sein durch eine Aminosaure mit Hydroxy 1-Seitengruppe , wie 
z.B. Ser oder insbesondere Thr. Beispielsweise kann Ser72 ersetzt 
sein durch eine Aminosaure mit aliphatischer Seitenkette, wie z. 
B. Ala, Val, Leu, Lie und insbesondere Gly, und Met354 kann er- 
10 setzt sein duech eine Aminosaure mit Hydroxyl-Seitengruppe, wie 
z.B. Ser oder insbesondere Thr. 



Beispiele fur Mutanten sind: 



a) F87V; 

15 b) F87A, L188K; 

c) F87V, L188K; 

d) F87A, L188K; A74G; 

e) F87V, L188K, A74G; 

f) F87A, L188K, A74G, R47F; 
20 g) F87V, L188K, A74G, R47F; 

h) F87A, L188K, A74G, R47F, V26T; Oder 

i) F87V, L188K, A74G, R47F, V26T? 
k) V26T, 

1) R47F, 

25 m) S72G, 

n) A74G, 

o) F87A 

p) L188z, worin z flir K, R, W, Q, N, G, A oder S steht, 
und 

30 q) M354T; 



sowie funktionale Aquivalente davon. 

Geeignete Mutanten sind beispielsweise auch beschrieben in der 
alteren DE-A-100 11 723, worauf hiermit Bezug genommen wird 

35 

Die eingesetzten Mutanten und funktionalen Aquivalente konnen da- 
bei im Vergleich zum Wildtyp-Enzym ein "verandertes Substratpro- 
fil" zeigen. 

40 Ein "verandertes Substratprof il" bedeutet in Rahmen der vorlie- 
genden Erf indung insbesondere : 

a) eine Veranderung der Reaktivitat, wie z. B. eine Erhohung der 
spezifischen Aktivitat (ausgedriickt als nmol umgesetztes Sub- 
strat/Minute/nmol P450-Enzym) und/oder wenigstens eines kineti- 
45 schen Parameters, ausgewahlt unter Kcat, Km und Kcat/Km, z.B. um 
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r^nf V^aldering der Regioselektivitat, wie insbesondere exne 
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droxylierbaren Derivat "^Vi^oflls kann cabei uber den ge- 
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R47F, V26T (Angabe der Aminosauren im Einbuchstaben-Code; 
urspriingliche Aminosaure links von der Positionsangabe ; neue 
Aminosaure rechts von der Positionsangabe). 

5 Vorzugsweise werden obige Verfahren unter Verwendung des 
Elektronendonor system Zink/Co(IIl)sepulchrat durchgef iihrt . 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des Verf ahrens fiihrte man 
die Umsetzung in Gegenwart von Chloridionen durch. 



Auflerdem kann die Gegenwart eines Wasserstof f peroxyd-spaltenden 
Enzyms, wie z.B. Katalase, vorteilhaft sein. 

Eine weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft einen Bioreaktor 
15 zur Verwendung bei der enzymatischen Ubertragung von Sauerstof f 
auf ein Kohlenwasserstof f-haltiges Wasserstof f donor-Molekul , und 
insbesondere zur Verwendung bei der Herstellung o-hydroxylierter 
Fettsauren, der gekennzeichnet ist durch eine immobi lis ierte Mo- 
nooxygenase (z.B. immobilisiert an einem Tragermaterial , wie 
20 z.B. DEAE 650M oder Super Q650M) und ein Elektronendonor system 
gemaft obiger Definition im flussigen Reaktionsmedium. Die spe- 
zielle Ausgestaltung des Reaktors erfolgt in Anlehnung an ubli- 
chem Fachwissen. 

25 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein 

Nachweisverfahren fur Fettsaure-Monooxygenasen, das dadurch 
gekennzeichnet ist, dafi man 

a) einen Analyten, in dem man Enzymaktivitat vermutet, mit einer 
30 a>-hydroxylierbaren Fettsaure Oder Fettsaurederivat, welche(s) 



einen terminalen, abspaltbaren Fluorophors oder Chromophor 
tragt, in Gegenwart eines Elektronendonor systems gemaB obiger 
Definition inkubiert; und 



35 b) die Abspaltung des Fluorophors oder Chromophors qualitativ 
oder quantitativ bestimmt. 

Als Analyt kommt beispielsweise ein Zellhomogenat r z.B. eines 
Bakterienstammes, in Betracht. Mit Hilfe des erf indungsgemaBen 
40 Nachweisverf ahrens konnen so z.B. Stammsammlungen auf Enzymakti- 
vitat durchmustert werden. 

Die Reaktion fiihrt man dabei bevorzugt in Gegenwart eines 
Wasserstof fperoxyd-spaltenden Enzyms und gegebenenf alls in 
45 Gegenwart von Chloridionen durch. 
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Beispiele fur geeignete Fluorophore und Chromophore sind Phenole, 
Catechole, Hydroxycoumarine/ wie Umbelliferon, Phenoxazine und 
insbesondere Resorufin. 



5 Die Einstellung der optimalen Verf ahrensparameter fiir die oben 
beschriebenen enzymatischen Umsetzungen und Nachweisreaktionen 
ist unter Beriicksichtigung der Anweisungen im folgenden 
v experimentellen Teil ohne weiteres moglich. So ist z.B., ohne 

darauf beschrankt zu sein, eine Cobalt (III) sepulchrat-Konzentra- 
10 tion von mehr als 0,1 mM, wie z.B. 0,5 bis 1,0 inM besonders 
vorteilhaft; ebenso wie ein pH-Wert etwa 8 bis 8,5; eine 
Zink-Konzentration von mehr als etwa 2mg/ml wie z.B. etwa 5 bis 
50 mg/ml. Das Wasserstof fperoxid-spaltende Enzym kann z.B. in 
Mengen von etwa 10 bis 5000 U/ml eingesetzt werden. 

15 

Schliefllich betrif ft die Erf indung als weiteren Gegenstand einen 
Testkit, insbesondere zur Durchfuhrung des obigen Nachweisverf ah- 
rens fiir Carbonsaure-Monoxygenasen, umfassend ein 
Elektronendonorsystem nach obiger Definition. 

20 

Die vielfaltigen Anwendungsmoglichkeiten der vorliegenden 

Erf indung werden in den folgenden Abschnitten weiter erlautert. 

Katalvsierte Reaktionen von P450-Svstemen und Beispiele 
25 industrieller Anw endunoen in der Feinchemikaliensynthese; 

In Organismen dienen Cytochrom P4 50 -Enzyme unter anderem der 
Ergosterol-Synthese, der Biosynthese von Insekten- und 
Phytohormonen , der Ausbildung von Fruchtreife, Geruch und Farbe 

30 bei Pflanzen, der Biosynthese von Gluko- unci Mineralkortikoiden, 
der Aromatisierung von Androgenen zu Qstrogenen, dem Metabolismus 
von Retinoiden zur Regulation von normalem und epithelialem 
Wachstum/Dif ferenzierung, Arachidonsaurestof fwechsel zur Bildung 
von Prostaglandinen, Leukotrienen und Thrombdxanen und der 

35 Bildung vasoaktiver Produkte. Dariiber hinaus dienen sie zur 
Aktivierung und Detoxif izierung xenobiotischer Stoffe. 

P450-Enzyme gehoren zu den sogenannten Phase I Enzymen, die 
mittels Oxygenierungen wasserunlosliche oder schwer ldsliche 

40 Verbindungen zur weiteren Metabolisierung vorbereiten. Dazu 
dienen Phase II Enzyme wie Glutathion-Transf erasen, 
N-Acetyltransf erase Oder Sulf ©transferase, die eine polare Gruppe 
an jene hydroxy lierten oder epoxidierten Verbindungen addieren. 
Dadurch werden diese Metabolite wasserloslich und somit 

45 bioverf ugbar . Die Vielfalt von Reaktionen, die durch Cytochrom 
P450-Enzyme katalysiert werden, sind im folgenden zusammengef aBt 
und hinsichtlich ihrer wirtschaf tlichen und f unktionellen 
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Bedeutung diskutiert. Eine tibersicht, auf geschliisselt anhand 
ausgewahlter Familien findet sich in Tabelle 1. 



Tabelle 1 





P450-Familie 


Reaktionen von P450 Enzymen 




CYPl-3 


Metabolisierung xenobiotischer Stoffe; 


10 




CYP1: PCB, PAH, Dioxine, Aflatoxine; 




CYP2 : Pf lanzentoxine , Pestizide ; 

CYP3: Cyclosporine, Erythromycin, ferner 

beteiligt am Steroidmetabolisraus 




CYP4, CYP52, 


CYP4 , CYP52 , CYP102: terminale und/oder 


15 


CYP102 


subterminale Oxidation von Fettsauren 
CYP4: Oxidation von Eicosanoiden 
( Pros taglandinen , Leukotrienen 
und Thromboxanen ) 


20 


CYP11, 


Biosynthese von Gluko- und Mineralcorticoiden; 


CYP17 , CYP21 


CYP11: llJi-Hydroxylasen, Hydroxylierung von 
Deoxycorticosteron oder Deoxycortisol; 

CYP17 : Steroid- 17a-hydroxylase; 

CYP2 1 : Steroid- 2 1 -hydroxylase 


25 


CYP19 


Umsetzung von Steroiden zu Ostrogenen; 
Aromatase 




CYP27 


Cholesterol-27-hydroxylase 



Die P450-Enzyme der Enzymf amilien CYP1-3 sind hauptverantwortlich 
fiir die Metabolisierung xenobiotischer Stoffe; die dabei 
auftretenden oxidativen Reaktionen sind im folgenden unterteilt 
in C- r N-Oxidation, Dealkylierung und Dehalogenierung. 



a ) C-Oxidationen 

35 

P450-Enzyme hydroxylieren oder epoxidieren nichtaktivierte 
C-H-Bindungen und/oder C=C-Doppelbindungen in aliphatischen und 
aromatischen Systemen . Die gebildeten Metabolite sind haufig 
toxisch, wie das Nervengift 2 , 5-Hexandion oder karzinogen wie 
40 DNA-alkylierende Epoxide (z. B. Styroloxid) . Ferner wirken durch 
P450-Enzyme C-oxidierte Nitrosamine und Benzpyrene karzinogen. 

Arzneimittel, wie Barbiturate und Phenobarbitale, werden 
ebenfalls durch P450-Enzyme in ihre Wirkfonn uberfiihrt. Die 
45 Hydroxylierung nicht aktivierter -C-H Bindungen ist wegen der 
seltenen Konkurrenz durch chemische Verfahren eine der 
nlitzlichsten Biotransf ormationsreaktionen. im Gegensatz zu 



WO 01/07573 



• 



PCT/EP00/07251 



11 



Radikalreaktionen zeigen Bio-Hydroxylierungsreaktionen an 
C-Atomen folgende Aktivitatsreihe: sekundar> tertiar> primar. 
Bekannte industriell durchgef iihrte Verfahren sind die 
Progesteron-Hydroxylierung an 1 la-Position mittels Aspergillus 
5 niger, die etwa die Halfte der 37 konventionellen Schritte 

erubrigte, und die 7fl-Hydroxylierung von 3a-Hydroxy-5B-cholsaure 
durch Fusarium equiseti. Das Produkt Ursodesoxycholsaure vermag 
Cholesterin auf zulosen und wird in der Behandlung von 
Gallensteinen eingesetzt. In der asymmetrischen Synthese werden 
10 Biotrans format ionen unter anderem zur Synthese von 
B-Hydroxybuttersaure, einem Ausgangsmaterial fur 
Vitamin-synthesen (a-Tocopherol) , von Geschmacksstof fen, von 
Antibiotika (Calcimycin) und von chiralen verzweigten 
epoxidierten Alkenen verwendet. 

15 

b) N-Oxidation / S-Oxidation 

P450-Enzyme hydroxylieren Aryl- und Acetylamine wie Benzidin, 

4- Biphenylamin und 2-Acetaminof luoren und vergleichbare 

20 Heterozyklen, die beim Anbrennen von Nahrungsmitteln entstehen, 
am N-Atom. Nach weiterer Acetylierung oder Sulfonierung der 
Bydroxygruppen entstehen elektrophile, stark kaxzinogen wirkende 
Substanzen . 

25 Aryl- und Alkylthioether werden durch P450-Monooxygenasen direkt 
am S-Atom zu Sulfoxiden oxidiert. Die Oxidation bleibt jedoch 
haufig nicht auf der Stufe des Sulfoxids stehen; viele Sulfoxide 
werden zu den entsprechenden Sulf onverbindungen weiteroxidiert , 
die haufig zelltoxisch wirken. Mikrobielle Oxidationen von 

30 chiralen Dithioacetalen gelingen mit hohem EnantiomereniiberschuB 
mit Corynebacterium equi und Helminthosporium sp. 

c) Oxidative Dealkylierungen 

35 P450-Enzyme katalysieren auch die oxidative 0-, N- und 

5- Dealkylierung. Beispiele dieser wichtigen Reaktionen sind die 
O-Dealkylierung von Codein, Mescalin, Phenacetin, die 
N-Dealkylierung von Ephedrin, Methamphetamin r Aminopurin und die 
S-Dealkylierung von 6-Methylthiopurin zu 6-Methylpurin. 



d) Oxidative Deaminierung 

P450-Enzyme katalysieren auch die oxidative Deaminierung von 
Aminen. Diese Reaktion hat primar eine Entgif tungsf unktion fur 
45 den Organismus. Histamin, Noradrenalin und Mescalin konnen unter 
anderem auf diese Weise deaminiert werden. 



40 
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e) Oxidative Dehalogenierung 

viele halogenierte Alkane und Alkene bilden nach Hydroxylierung 
an einer -C-H Bindung ein instabiles Intermediat, das in ein 
5 Aldehyd oder Keton und H-Hal dissoziert. Beispiele sind die 
Oxidation von Ethylendibromid zu 2 -Bromacet aldehyd und die 
Oxidation von Chloroform zu Phosgen. Mono- und dihalogeniertes 
Methan bildet im Vergleich zu dreif ach halogeniertem Chloroform 
nur schwach zelltoxische Metabolite. 



Eine mechanistische Beschreibung der vorgestellten 
P450-Reaktionstypen findet sich in dem Ubersichtsartikel von 
Koymans et al., in Xenobiotica, ( 1993) 23(6): 633. 

15 In vivo / in vitro Nutzuno von P 4 5 0 - Monooxvoenasen zur Feinchemi- 
kaliensynthese; 

Im Gegensatz zur mikrobiellen Biotransformation beschrankt sich 
die Verwendung rekombinant expr im i erter P450-Monooxygenasen zur 

20 Feinchemikaliensynthese trotz enormer Potentiale auf wenige in 
vivo Verfahren wie die Herstellung von Dicarbonsauren als 
Zwischenstufen fur Geruchsstof f e, Steroiden wie Progesteron und 
subterminal hydroxy lierter gesattigter und ungesattigter 
Fettsauren als Vorstufen fiir Riechstoffe (Laktone), Polymere und 

25 Darreichungsf ormen fiir Medikamente. 

Die Verwendung von P450 Monooxygenaseenzymen in vitro zur 
Feinchemikaliensynthese ist bisher noch nicht liter at urbekannt . 
Um P450-Monooxygenasen zur Feinchemikaliensynthese zu verwenden, 

30 mussen Expressions systeme vorhanden sein, die es erlauben, 
funktionell aktives P450 uber Artgrenzen hinweg in hohen 
Ausbeuten zu exprimieren. Ferner muB das Enzym eine ausreichend 
hohe Aktivitat und Stabilitat ( Temperaturstabilitat , 
Losungsmittelstabilitat , Oxidationsstabilitat ) besitzen . Die 

35 produzierten Metabolite soil ten fiir das Protein und den Wirt 

nicht toxisch sein. Fiir Klasse I und Klasse II sollte ferner ein 
geeignetes Cof aktor-Recyclingsystem vorhanden sein. Die 
vorliegende Erfindung schafft hierzu die Voraussetzungen. 

40 Das P450 BM-3 Monooxyqenase system; 

P450 BM-3 (CYP102) wurde erstmals im Jahre 1986 als dritte 
P450-Monooxygenase aus Bacillus megaterium in £. coli funktionell 
aktiv exprimiert und charakterisiert . Mit einem Molekulargewicht 
45 von 118 kDa war P450 BM-3 das erste bekannte wasserlosliche na- 
tiirliche Fusionsprotein, das alle drei Domanen (FAD, FMN f P450) 
in einer einzigen Polypeptidkette enthalt. Im Jahre 1993 gelang 
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es, die P450-Domane ohne Substrate (Ravichandran et al., Science 
(1993) 261, 731) und im Jahre 1997 mit Substrat (Li et al. Nature 
Structural Biology (1997), 4(2): 140) zu kristallisieren. P450 
BM-3 dient aufgrund seiner Sequenzhomologie zu eukaryontischen 
5 P450 und mangels eukaryontischer P450-Kristallstrukturen als be- 
vorzugtes Strukturmodell fiir diese P450-Enzyme. 

P450 BM-3 ist eine Fettsaurehydroxylase, die Carbonsauren, Alko- 
hole, Amide , Alkylammoniumverbindungen ah Kettenlange C12 bis zu 
10 C22 subterminal hydroxy liert . Die Regiospezif itat der Hydroxylie- 
rung hangt, wie in Tabelle 2 gezeigt, stark von der Kettenlange 
der Fettsaure ab- 



15 


Tabelle 2 












Substrate 


co-Hy- 
droxy-lie- 
rung [ % ] 


u>-l Hy- 
droxy- lie- 
rung [ % ] 


o>-2 Hy- 
droxy-lie- 
rung [ % ] 


a>-3 Hy- 
droxy- lie- 
rung [ % ] 


20 


Laurinsaure 
(12:0) 




48 


26 


26 




My r i s t ins aur e 
(14:0) 




58 


21 


21 


25 


Palmitinsaure 
(16:0) 




20 


48 


31 



Die Erfindung wird nun unter Bezugnahme auf die beiliegenden Fi- 
guren und die folgenden Ausfiihrungsbeispiele, welche die Anwen- 
dung des erf indungsgemafien Donorsystems auf die Hydroxylierung 
30 von Fettsauren mit Hilfe von P450 Enzymen betreffen, naher erlau- 
tert. Dabei zeigt 



Figur 1 das P450 BM3-Klonierungsschema am Beispiel von pCYTEXPl; 

35 Figur 2 das Prinzip des erf indungsgemaBen spektroskopischen 
P450-Nachweises ; 



Figur 3 das Absorptions spekt rum fiir die Reduktion von Co- 
balt (III) sepulchr at mit Zn-Pulver in Tris/HCl, 0,2 M, pH 
40 8,2; gepunktete Linie Co( III)sepulchrat oxidiert; durch- 

gezogenen Linie Zn/Co( III ) sepulchrat reduziert; 



45 



Figur 4 



die Absorptionsanderung bei Umsatz von 12-pNCA durch P450 
BM-3 F87A mit Zn/Co( III ) sepulchrat in Tris/HCl, 50 mM, pH 
8,2, 0,25 M KC1; 
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Figur 5 eine Skizze des Elektronentransf erwegs von Zn/Co( III ) se- 
pulchrat auf P450 mit " shunt "-Reaktionsweg und pNCA als 
Substrat ; 



5 Figur 6 den Umsatz von 12-PCA durch P450 BM-3 F87A und 

Zn/Co(III)sepulchrat in Tris/HCl, 50 mM, pH 8,2, 0,25 M 
KC1 mit und ohne Zugabe von Katalase; 

Figur 7 den Einflufi der Tris/HCl- und Kaliumphosphat-Puf f ermi- 
10 schung auf die reduktion von p-Nitrophenolat in Gegenwart 

von P450 BM-3 F87A und Zn/Co(III)sepulchrat; 

Figur 8 (A) 12-pNCA Umsatz durch P450 BM-3 F87A als Funktion der 
Co(III )sepulchrat-Konzentration; (B) den EinfluB von 
15 Co(III)sepulchrat auf die Aktivitat von P450 BM-3 F87A in 

Gegenwart von Substrat; 



Figur 9 den 12-pNCA Umsatz als Funktion der eingesetzten Zinkpul- 
vermenge in Gegenwart von 0,5 mM Co(III)sepulchrat; 

20 

Figur 10 die P450 BM-3 F87A Restaktivitat nach 5 min Inkubation 

bei verschiedenen Wasserstof f peroxidkonzentrationen ohne 
Substrat . 



25 Ref erenzbeispiel 1: Mikrobiologische Methoden 

1. Mikrooraanismen und Plasmide. Chemikalien und Enzyme 

Das Bakterium Bacillus megaterium wurde bei DSMZ-Stammsammlung 

30 (32 T / Braunschweig, Deutschland) , die E. col i -St amme DH5a, JM105 
und JM109 bei Clontech (Heidelberg, Deutschland) und XLl-Blue bei 
Stratagene (Heidelberg, Deutschland) erworben. Den Stamm W3110 
erhielten wir vom Institut fur Bioverf ahrenstechnik (Stuttgart, 
Deutschland). Der F.coli-Stamm DH5a (supE44, lacU169 (801acZ M15] 

35 hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl) wurde, sofern nicht anders 
erwahnt, fiir die folgenden beschriebenen Klonierungsarbeiten ver- 
wendet. Als Plasmide fanden pCYTEXPl mit dem temperaturinduzier- 
baren PRP^-Promotorsystem des Bakteriophagen X (Belev T.N., et 
al., Plasmid (1991) 26:147) und pASK-IBAICA mit Tetrazyklin-Pro- 

40 motor (Schmidt, T.G.M., et al., J. Chromatogr. A (1994) 676:337; 
Schmidt, T.G.M. et al., J.Mol.Biol. (1996) 255:753) Verwendung. 
Die im Rahmen dieser Arbeit zur heterologen Expression von P450 
BM-3 verwendeten Stamme und Plasmide sind in Tabelle 3 zusammen- 
gefasst, wobei pT die Herkunft der P450 BM-3 Konstrukte vom pCY- 

45 TEXPl-Plasmid und pA die Herkunft vom pASK-IBAlCA-Plasmid kenn- 
zeichnet . 
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E.coli-Stamm/Plasmid-Insert-Konstnikt 


exprimiertes Protein T 


nH5«MT-USC0BM3 W3110/dT-USC0BM3 


P450 BM-3 


r>H«»fTynT-TISnBM3 JM105/nT-USClBM3 
IM10Q/nT-TJVlRM3 W31 10/nT-USClBM3 


P450 BM-3His* 


DH5a/pT-USClBM3F87A, JM105/pT-USClBM3F87A, 
JM109/pT-USClBM3F87A, W3110/pT-USClBM3F87A 
XLl-Blue/pT-USClBM3F87A 


P450 BM-3His6 

F87A Mutante 1 


H DH5a/pT-USC2BM3, W3110/pT-USC2BM3 


P450 BM-3Glu 6 J 


| DH5a/pT-USC3BM3, W3110/pT-USC3MB3 


P450 BM-3Arg6 | 


1 DH5a/pA-USC4BM3, JM105/pA-USC4BM3, 
I JM109/pA-USC4BM3, W3110/pA-USC4BM3 


P450 BM-3Strep | 



10 



Sofern nichts anderes erwahnt ist, wurden alle Chemikalien von 
Fluka Chemie (Buchs, Schweiz) und alle Enzyme von New England 
20 Biolabs ( Beverly , USA) oder Boehringer Mannheim (Penzberg, 
Deutschland) bezogen. 

2 . Kulturmedien 

25 Alle Komplexmedien stammen von Difco (Augsburg, Deutschland) • 

a) Nutrient -Medium (Vollmedium fur Bacillus megaterium) 



Peptone 
Bacto beef 
30 Bacto peptone 

Agar 

MnS0 4 *H 2 0 
H 2 0 

35 Glycerinkultur 
Glycerin (86 %) 
Kultur(OD 578 = 1,0) 



5,0 g 

3,0 g 
5,0 g 

15 g (nur fur Plattenkultur ) 
10 mg 

ad 1000 ml 



500 \xl 
500 nl 



b) Luria-Bertani-Amp ( LB- Amp , Vollmedium fur E. coli) 

40 Tryptone 10 f 0 g 

NaCl 5,0 g 

Yeast extract 5,0 g 

Agar 20,0 g (nur fiir Plattenkultur) 

Ampicillin 100 g/ml 

45 h 2 0 ad 1000 ml 
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3. 
a) 

5 
10 
15 
20 

b) 

25 

30 

35 

40 

45 



Kultivierunq der E . coli-Stamme und von Bacillus meaaterium 
Schiittelkolbenversuche 

Die Kultivierung von Bacillus megaterium erfolgte im 
Nutrient-Medium bei 30°C, die rekombinanten E. coli-Stamme 
(DH5a, JM105, JM109, XLl-Blue, W3110) wurden in LB-Amp 
Medium bei 37°C kultiviert. Dazu wurde jeweils eine Kolonie 
mittels Impfose von einer Agarplatte in 5 ml LB-Amp 
uberfuhrt. Nach ca. 18 h Stunden Kultivierung bei 30°C 
(Bacillus megaterium) und 37 °C (E. coli) bei einer 
Schuttelf requenz von 220 Upm wurden 400 ml Medium in einem 
2-1-Kolben mit 4 ml Kultur inokuliert. Die Induktion der 
P450-Expression in E. coli erfolgte nach Erreichen eines 
OD 57 8-Wertes zwischen 0 r 8 und l r 0 durch eine drei- bis 
vierstundige Hitzeschockinduktion bei 42 °C im Falles der 
pT-Plasmid-Konstrukte Oder durch Zugabe von 
Anhydrotetracyclin (Endkonzentration 0,4 mg/1) beim 
pA-USC4BM3-Plasmid und einer 14 stiindigen Inkubation bei 
30°C. 

30-1-Batch-Fermentationen 

Zur praparativen P450 BM-3 Produktion wurde die 
Expressionskassette pT-USClBM3, der Wirt DH5a und ein 
Bioengineering Fermenter Typ LP351 bei einer Belliftung von 
3,5 1/min, einer Ruhrgeschwindigkeit von 300 Upm bei 37°C in 
LB-Amp-Medium bei einem Start-pH-Wert von 7,5 eingesetzt. Urn 
Schaumbildung zu vermeiden und Ausbeuten zu steigern wurden 
2,0 ml steriles Contraspum 210 (ZSchimmer & Schwarz, 
Lahnstein, Deutschland) und 0,1 mg/1 FeCl3 vor Inokulation 
dem LB-Amp-Medium zugegeben (Nishihara et al. 1997). 
inokuliert wurde durch Zugabe zweier 400 ml 

Schuttelkolben-Kulturen (OD 578 = 0,8-1,0; Abschnitt a)). Nach 
Erreichen eines ODs78-Wertes von 1,0 im Fermenter erfolgte die 
P450-Produktion mittels Hitzeschockinduktion durch Erhohen 
der Temper atur fiir drei bis fiinf Stunden von 37 °C auf 42 °C. 
P450 BM-3 Oder die Mutante F87A wurden in E. coli DH5a in 
Ausbeuten von 36 bis 48 mg/1 Fermenterbruhe exprimiert. Die 
Auf konzentrierung der E. coli Kultur von 30 Liter auf 2 
Liter wurde durch Querstromf iltration mit einer Millipore 
Applikation (Eschborn, Deutschland) mit einer Filtron 
(Dreieich, Deutschland) Centrasette OMEGA (0.3 ^m) Membran 
durchgef iihrt . Nach Zentrif ugation bei 9200 g fiir 20 min 
wurden die Zellen in Kaliumphosphatpuf f er (50 mM, pH 7,5) 
oder Tris/HCl-Puf fer (50 mM, pH 7,5) resuspendiert , in zwolf 
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50 ml Falcon-Tubes (Greiner) aliquot iert und bis zur 
weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren. 

Referenzbeispiel 2: Synthetische Oligonukleotide 

Alle Primer wurden von ARK Scientific GmbH Biosystems 
(Diisseldorf, Deutschland) hergestellt. Nur die Primer fur die 
Punktmutation und fur die Isolierung des P450 BM-3 Gens aus der 
genomischen Bacillus megaterium DNA waren HPLC gereinigt. 

a) Oligonukleotide fur genomische Bacillus megaterium-DNA 



B 1 ) 5 ' - GTG AAAGAGGGATCC C ATGAC AATT AAAGAAATGCC— 3 ' 

( SEQ ID NO: 1) 

15 B2 ) 5 ' -GCCTCTTGGATCCTTACCCAGCCCACACGTCTTTTGCG- 3 

(SEQ ID NO: 2) 



b) Primer fiir Sequenzierung 



20 R0_5 5 ' -GTACGTGATTTTGCAGGAG-3 ' (SEQ ID NO: 3) 

Rl 5 * -GGCTATCATGCGATGATGGT-3 ' (SEQ ID NO: 4) 

Rl_5 5 ' -CCCAGCTTATGATGAAAAC-3 ' (SEQ ID NO: 5) 

R2 5 ' -GGAAAAGATCCAGAAACGGG-3 ' (SEQ ID NO: 6) 

R2_5 5 ' -GTCGGCATGGTCTTAAACG-3 ' (SEQ ID NO: 7) 

25 R3 5 ' -ATTCCTCAGCTTCACCGTGA- 3 ' (SEQ ID NO: 8) 

R3_5 5 ' -CTTGGCGGTATTCCTTCAC-3 9 (SEQ ID NO: 9) 

R4 5 ' -ATTTGCACCGCAGGTCGCAA— 3 ' (SEQ ID NO: 10) 

R4_5 5 ' -CTGGGCTACTACGTATC— 3 ' (SEQ ID NO: 11) 

R5 5 ' -TTCAATTTGTCGACAGCGCC-3 ' (SEQ ID NO: 12) 

30 R5_5 5 ' -GAAGGAGATCATTTAGGTG-3 ' (SEQ ID NO: 13) 

R6 5 ' -TCGCGCAATGGCTGCTAAAA-3 ' (SEQ ID NO: 14) 

R6_5 5 ' -CGATTTCTTCATCACCTC— 3 ' (SEQ ID NO: 15) 

R7 5'-CTGCCAAAAGACCCTGAAAC-3 / (SEQ ID NO: 16) 

LI 5 ' -ACCATCATCGCATGATAGCC-3 ' (SEQ ID NO: 17) 

35 L2 5 9 -CCCGTTTCTGGATCTTTTCC-3 ' (SEQ ID NO: 18) 

L3 5 ' -TCACGGTGAAGCTGAGGAAT-3 9 (SEQ ID NO: 19) 

L4 5 9 -TTGCGACCTGCGGTGCAAAT-3 ' (SEQ ID NO: 20) 

L5 5 9 -GGCGCTGTCGACAAATTGAA-3 ' (SEQ ID NO: 21) 

L6 5 ' -TTTTAGCAGCCATTGCGCGA- 3 ' (SEQ ID NO: 22) 

40 L7 5 ' -GTTTCAGGGTCTTTTGGCAG-3 9 (SEQ ID NO: 23) 



c) Oligonukleotide fiir Tags am C-Terminus 

Al ) 5 ' -GTGAAAGAGGGATCCCATGAC AATT AAAGAAATGCC- 3 9 

45 (SEQ ID NO: 24) 

A2 ) 5 ' -CGGAATTCTTAACGACGACGACGACGACGCCCAGCCCACACG- 3 ' 

(SEQ ID NO: 25) 
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Gl ) 5 ' -GTGAAAGAGGGATCCCATGAC AATTAAAGAAATGCC - 3 ' 

(SEQ ID NO: 26) 

G2 ) 5 ' -CGGAATTCTTATTCTTCTTCTTCTTCTTCCCCAGCCCACACG-3 1 

(SEQ ID NO: 27) 

5 Hi) 5 ' - GTGAAAGAGGGATCCC ATGAC AATTAAAGAAATGCC - 3 ' 

(SEQ ID NO: 28) 

H2 ) 5 ' -CGC AATTCTTAATGATGATGATGATGATGCCCAGCCCAC ACG- 3 ' 

(SEQ ID NO: 29) 
SI) 5 ' -GTCTCAGCGTGAGACCCCCAGCCCACACGTCTTTTGCC-3 ' 

10 (SEQ ID NO: 30) 

S2 ) 5 ' —GTGAAAGAGGTCTCCAATGAC AATTAAAGAAATGCC - 3 ' 

(SEQ ID NO: 31) 

d) Primer fur P450 BM-3 Punktmutante F87A 

15 

F8 7 Al 5 ' -GCAGGAGACGGGTTGGCCACAAGCTGGACGCATG-3 ' 

(SEQ ID NO: 32) 
F87A2 5 ' -CATGCGTCCAGCTTGTGGCCAACCCGTCTCCTGC-3 ' 

(SEQ ID NO: 33) 



20 



Ref erenzbeispiel 3: Gentechnische Methoden 

1 . Isolieruno und Prazipitation aenomischer Bacillus-URA und 
Plasntid-DNA aus E. coli 

25 

Z\ir Isolation der genomischen DNA aus Bacillus megaterium mittels 
Phenol-Chloroformextraktion wurde das Zellpellet aus 200 ml 
Kulturliberstand (00573= 1,2) in 20 ml Lysozymmix (18 mg Lysozym, 
50 mM EDTA, 50 mM NaCl, 30 mM Tris/HCl, pH 8,0) resuspendiert und 

30 bei 37°C und 30 Minuten lang bei 220 UpM geschlittelt. Nach Zugabe 
von 2 ml SDS (10 % (m/v) ) wurde weitere 60 Minuten bei 37°C und 
220 UpM inkubiert. Zur Entfernung von Zelltrummern wurde dreimal 
mit einer Mischung aus Chloroform/ Isoamylalkohol (Roth, 
Karlsruhe, Deutschland) und einmal mit: Phenol extrahiert. Die 

35 genomische DNA wird durch Zugabe von 10 % (v/v) 3 M NaAc, pH 4,8 
und 60 % (v/v) Isopropanol gefallt, mittels Glasstab aufgerollt, 
in ein Corex-Rohrchen iiberfiihrt und bei 32 570 g zentrifugiert . 
Nach dreimaligem Waschen mit 70 % Ethanol wird die DNA am 
"Hausvakuum" getrocknet und in 3 ml TE-Puffer (10 mM Tris/HCl, 1 

40 mM EDTA, pH 7,5 ) gelost. Die Reinheit der DNA wurde 

spektroskopisch durch Quotientenbildung von 260 ran zu 280 run zu 
2,2 bestimmt. 



45 
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Die Isolation der Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem auf 
alkalischer Lyse der Zellen basierenden QlAprep- 
Spin-Miniprep-Kit exakt nach den Angaben des Herstellers 
(Qiagen) - 



2 . Polymerase-Ketten-Reakt ion ( PCR ) 

a) PCR zur Isolierung des P450 BM-3 Gens aus genomischer 
Bacillus megaterium-DNA 



10 



PCR-Standardprotokoll 



Wiederholungen 
des 

Programmschritt 
s 


Denaturierung 


DNA_Annealing 


Elongation/DNA- 
Synthese 


1 Mai 


95°C, 7 min 






30 Mai 


95 °C, 1,5 min 


50°C, 1,5 min 


72°C, 2 min 


1 Mai 






72°C, 7 min 



15 



20 



Standard-Ansatz 



8 |Al dNTP-Mix (200fiM), 10 \il Taq-Polymerase-Puf f er (10 x) ohne 
MgCl 2 , 8fil MgCl 2 (25mM), 1 \il Primer Bl (0,1 }iM) , 1 \xl Primer B2 
(0,1 MM), genomische Bacillus megaterium-DNA, 2,5 U 

Taq-Polymerase (MBI Fermentas, Vilnius, Litauen), ad 100 \il 
demineralisiertes Wasser. 

b) Einfiigen von Tag-Sequenzen am C-Terminus 



Um die Proteinreinigung zu vereinfachen und eine gerichtete 
Xmmobilisierung von P450 BM-3 zu ermoglichen wurde ein jeweils 
sechs Aminos auren langer C-terminaler-Tag an das P450 BM-3 Gen 
angefligt, Als Templat fungierte genomische Bacillus 
megaterium-DNA. Als iiberhangende Restriktionsenden wurden fiir die 
His-, Arg- und Glu-Tags BajnHI und EcoRl gewahlt, um anschlieBend 
die modif izierten P450-BM-3-Gene in das Plasmid pCYTEXPl zu 
klonieren. Fiir den Strep-Tag wurden fiir das 5'- und 3'-Ende Bsal 
gewahlt; dies ermoglicht eine Klonierung in das Plasmid 
pASK-IBAlCA. Bsal schneidet erst nach der Erkennungssequenz, 
wodurch die uberhangenden Restriktionsenden eine unterschiedliche 
Sequenz aufweisen und somit eine gerichtete Ligation erlauben. 



45 
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Fur die PCR wurden das Standard-PCR Programm und der 
Standard-Ansatz verwendet. Im Unterschied 2um Standard-Ansatz 
wurden fur den His 6 -Tag die Primer HI und H2, fiir den Arg 6 -Tag die 
Primer Al und A2, fiir den Glu 6 -Tag die Primer Gl und G2 sowie fiir 
5 den Strep-Tag die Primer SI und S2 verwendet. 

3. Restriktionssp altunq, Elektrophoretische Trennuno und 
Reiniaunq von DNA-Fraqmenten 

10 Restriktionsendonukleasen schneiden DNA sequenzspezif isch. Die 
Res trikt ions spaltung von DNA erfolgte in einem Reaktionsvolumen 
von 10 n.1 in Gegenwart von 2-3 \il DNA (Spin-Prap (Qiagen)), 1-2 U 
Restriktionsenzym, 1 \xl Restriktionspuf f er (lOx) und ad 10 (xl 
ddH 2 0 durch ein- bis zweistiindige Inkubation der Reaktionslosung 

15 bei 37°C (aufier BsaX) entsprechend der Herstellervorschrif t . Die 
Reinigung der DNA-Fragmente wurde mittels 

Agarose-Gelelektrophorese nach der Vorschrift von Sambrook et 
al. 1989 durchgef iihrt . Abhangig von der Grofie der auf zutrennenden 
DNA-Fragmente wurden 0,8-2%ige Agarosegele verwendet. Als 

20 Elektrophorese-Puf fer diente TAE-Puffer (40 mM Tris/HCl, 20 mM 
Essigsaure, 2 mM EDTA, pH 8 r 3). Angelegt wurde aufgrund der 
Warmeentwicklung bei bis zu einprozentigen Agarose-Gelen eine 
Spannung von 120 V und bei bis zu zweiprozentigen Agarose-Gelen 
von 100 V. Interkalierendes Ethidiumbromid (Endkonzentration 

25 0,25jiM) wurde zur Visualisierung der DNA im UV-Durchlicht eines 
Trans illuminators (312 nm) verwendet. 

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde unter 
Verwendung des QIAquick Gel Extraktion Kits (Qiagen) 
30 durchgef iihrt. Dabei wird die DNA durch Binden an eine Silika-Gel 
enthaltene Saule immobilisiert und mittels verschiedener 
Waschschritte von Verunreinigungen befreit. Durch anschlieliende 
Elution mit demineralisiertem Wasser konnen mit dieser Methode 
bis zu 8 ng DNA (100 bp-10 kb) erhalten werden. 

35 

4. Ligation und Transformat ion in E. coll 

Zur Ligation von DNA wurde die T4 -DNA-Ligase (New England 
Biolabs, Beverly, USA) verwendet, die die Bildung von 

40 

Phosphodiesterbindungen zwischen 5 ' -Phosphat- und 
3 ' -Hydroxy-Enden der DNA katalysiert und somit zwei lineare 
DNA-Molekiale verbindet oder die Zyklisierung eines linearen 
Molekiils ermoglicht. 



Zur Ligation wurden Agarose-Gel gereinigte Vektor- und 
Insertfragmente (vergleiche Punkt 3.) im molaren Verhaltnis 1 zu 
3 bis 1 zu 5 zugunsten des Inserts in ein Eppendorf-Reaktionsge- 
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faB gegeben. Vor Zugabe von 2 fil Ligase-Puf f er (10x) und 2-10 U 
T4-DNA-Ligase wurde demineralisiertes Wasser hinzugefiigt 
(Gesamtvolumen 20 M-l). Die Reaktionsansatze wurden eine Stunde 
bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 7°C inkubiert. 



Zur Herstellung kompetenter Zellen fiir die Transformation wurden 
500 \il einer E. coli-Ubernachtkultur zum Animpfen eines 2 50 
ml-Schiittelkolbens, der 50 ml LB-Medium enthielt, verwendet. Nach 
ca. dreistiindiger Inkubation bei 37 °C und 220 UpM, wird die 
10 Kultur nach Erreichen eines OD6oo- w ertes bei 0,4-0,6 bei 5500 g 
3 Minuten bei 4°C zentrif ugiert . Das Zellpellet wird in 2 ml 
TSS-Puffer (10 g PEG6000, 5 ml DMSO, 0,6 g MgS0 4 , ad 100 ml LB) 
resuspendiert, auf Eis inkubiert und in 200 \il Aliquot s 
aufgeteilt und nach Schockgef rieren in fliissigem Stickstoff bei 
-80°C gelagert. 

Zur Transformation werden zu 200 jil der kompetenten Zellen 5 bis 
15 fxl des Ligationsansatzes gegeben. Nach 30minutiger Inkubation 

2Q auf Eis wird der Transf ormationsansatz 30 s bei 42 °C im 

Thermomixer inkubiert und 800 \il auf 37 °C erwarmtes LB-Medium 
zugegeben. Die Ansatze werden eine Stunde lang im Inkubator bei 
37°C geschuttelt. Die Zellen wurden anschlieBend bei 5500 g 
zentrif ugiert (3 Minuten), im riicklauf enden Tropfen LB-Medium 

25 aufgenoinmen und auf LB-Amp-Agarplatten ausplattiert . iiber Nacht 
wurden die Agarplatten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. 

5. DNA-Sequenzieruna 

30 Die DNA-Sequenzierung wurde unter Verwendung des Applied 

Biosystems DNA Sequenzier automats 373A und des Dye Terminator 
Cycle Sequencing-Kits mit AmpliTaq-DNA-Polymerase durchgef uhrt . 
Die Sequenzierung erfolgt nach der Didesoxy-Methode von Sanger, 
jedoch werden statt radioaktiv markierter dNTPs, dNTPs mit 

35 Fluoreszenzmarkern eingesetzt, die im Verlauf der 

Sequenzierreaktion in die synthetisierten DNA-Fragmente eingebaut 
werden . 

Die Reaktionsprodukte wurden anschlieflend mit 100 prozentigem auf 
40 -20 °C gekuhltem Ethanol gefallt. Nach Trocknung der DNA und 

Aufnahme in 4 \il einer 5:1-Mischung aus Formamid und 25 mM EDTA, 
pH 8,0 erf olgte die Denaturierung eines jeden PCR-Ansatzes bei 
95°C fiir 5 Minuten und sofortiger Uberfiihrung der Proben auf Eis. 



5 



45 Die mit Fluoreszenzf arbstof f en markierten DNA-Fragmente 

durchlaufen wahrend der Gelelektrophorese einen Laserstrahl. Das 
senkrecht zu diesem Strahl emittierte Fluoreszenzlicht wird von 
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Fotodioden hinter dem Gel gemessen und von der Software in ein 
Kurvendiagramm umgewandelt . 

Sequenzier-Ansatz 

5 

8 \xl Terminator Ready Reaction Mix; 3,2 pmol Primer; 300-500 ng 
Template DNA; 
H 2 0 ad 20 



10 

PCR-Programm 



15 



Wieder ho lungen 
des 

Programmschritt 
s 


Denaturierung 


DNA- Annealing 


E longat ion /DNA- 
Synthese j 


1 Mai 


96°C, 6 min 






25 Mai 


96°C, 40 s 


50°C,30 s 


60°C, 4 min 


1 Mai 






60°C, 4 min 



Sequenzier-Gel-Zusammenset zung : 

Harnstoff 30 g (Roth); Rotiphorese NF-lOx-TBE -Puffer 6 ml 

(Roth); Acrylamid/Bis-Losung 40 % (29:1) 9 ml (Roth); ddH 2 0 
demineralisiert 23,5 ml. 

Die fertige Losung wird filtriert und entgast- Die Polymerisation 
wird durch Zugabe von 24 \il TEMED und 180 (il 10 % (m/v) APS 
gestartet. Fur Einzelheiten dazu, zur Auswertung der Sequenzdaten 
und zu den dNTP-Markierungen, sei auf das Handbuch zum 
Sequenzierautomaten verwiesen. 



6. Punktmutation F87A mittels OuikChanoe Kit fStrataaene) 

Zur Erhohung des Sensitivitat des pNCA-Assaysystems , wurde an 
Position 87 die Aminosaure Phenylalanin durch ein Alanin ersetzt- 
Urn die Punktmutante leichter identif izieren zu konnen, wurde, 
ohne weitere Anderung der Aminosauresequenz , eine zusatzliche 
£aeI-Restriktionsschnittstelle unter Einbeziehung der 
Mutationsposition, eingef iigt - 

Im Gegensatz zum Standard-PCR-Programm erfolgte hierbei nur eine 
viermintitige DNA-Denaturierung und der Sequenzierreaktionsschritt 
wurde bei einer Annealing-Temperatur von 52 f 3°C f und 17-miniitigem 
Elongationsschritt nur 16 Mai durchlaufen. Auf den dritten 
Programmschritt wurde verzichtet. 
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1,2 \il dNTP-Mix (200fiM), 5 \il Pf u-Polymerase-Puf f er (lOx), 2,5 U 
Pfu-Polymerase, 2,5 \il Primer F87A1 (5nM), 2 f 5 ^,1 Primer F87A2 
5 (5nM), 1 fil pT-USClBM3 (aus Mini-Praparation 1:20 mit 

demineralisiertem Wasser verdiinnt), ad 50 fxl demineralisiertes 
Wasser. 

Die "Annealing" -Temperatur von 52,3°C zeigte nach obiger PCR auf 
*® einem einprozentigen Agarose-Gel eine scharfe Bande mit 
erwarteter Fr agmentgrofle . 

Nach Abtrennen des Mineralols vom Reaktionsgemisch wurde der 
PCR-Ansatz mit ljxl Dpnl (10 U/fil) versetzt und die Losung 

15 vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Es wurde kurz 
zentrif ugiert und inkubiert bei 37°C fiir eine Stunde, Wahrend des 
Verdaus wurden die ultrakompetenten E. coli XLl-Blue auf Eis 
aufgetaut und in 50 \il Aliquots auf 15 ml Falcon-Tubes verteilt. 

20 Nach Zugabe von 1 \il ii-Mercaptoethanol # 4 \xl des verdauten 

PCR-Reaktionsansatzes und 30miniitiger Inkubation auf Eis folgte 
ein 30 s langer Hitzeschock bei 42°C und eine zweiminiitige 
Abkiihlung auf Eis. Zum Trans formationsansatz wurden 450 fxl 
erwarmtes ( Olbadtemperatur 42°C) NZY-Medium (12 g NZamine, 5 g 

25 Hefeextrakt, 5 g NaCl, pH 7,5) zugegeben. Nach einstiindiger 
Inkubation bei 37 °C und 220 UpM und Zentrifugation (5500 g, 3 
min) wurde das Zellpellet in der Restf liissigkeit resuspendiert 
und auf LB-Amp-Platten ausgestrichen. 

30 Ref erenzbeispiel 4 : Praparative Methoden 

1. Zellauf schlufi 

Zellpellet s mit einer Biof euchtmasse von bis zu 15 g E. coli 
35 DH5a/pT-USClBM-3 oder DH5a/pT-USClBM-3F87A wurden auf Eis 

aufgetaut und in 25 ml Kaliumphosphat-Puf fer (50 mM, pH 7 f 5, 1 mM 
EDTA) oder Tris/HCl Puffer (50 mM, pH 7,5, 1 mM EDTA) 
suspendiert. Mittels dreimintitiger Ultraschallbehandlung (Branson 
Sonifier W250, (Dietzenbach, Deutschland) , Leistungsabgabe 80 W, 
40 Arbeitsintervall 20 %) wurde die auf Eis gekiihlte E. 

coli-Zellsuspension auf geschlossen. Vor der Proteinreinigung 
wurde die Zellsuspension fiir 20 min bei 32 500 g zentrif ugiert 
und durch einen 0,22 ]xm Sterivex-GP-Filter (Millipore) filtriert. 
Diese klare Losung wird im folgenden als Rohextrakt bezeichnet. 
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2. Chromatooraphische P45Q BM-3-Reiniauna mittels 
Anionenau stauschern 

Zur Proteinreinigung wurde ein AKTAexpIorer System (Amersham 
5 Pharmacia Biotech) mit einer auf Personal-Computern basierenden 
OS/2-UNIC0RN Steuersoftware v2.1 und einem Frac-900 
Fraktionssammler verwendet, das die gleichzeitige Messung der 
Gesamtproteinelution bei 280 nm und P450 BM-3 Elution bei 417 nm 
erlaubt . 

10 

Alle analytischen P450 BM-3 Proteinreinigungen mittels 
Anionenaustauscherchromatographie wurden bei 200 cm/h, 
Raumtemperatur und einer Beladung von 6-10 mg P450 BM-3 pro 100 
ml Matrix durchgefiihrt . Alle Chromatographiematerialien wurden 
15 von TosoHaas (Stuttgart, Deutschland) bezogen. 

a) Packung und Charakterisierung der Chromatographiesaulen 

Zur Entwicklung eines P450 BM-3 Reinigungsprotokolls wurden vom 

20 Hersteller gepackte MPD-DEAE 650S (7,5 mm x 85 mm r 

Partikeldurchmesser 35 fim, Af=l,l, 4100 TP/m) und selbst gepackte 
XK16/20 (16 mm x 100 mm, APB) Chromatographiesaulen verwendet, 
die Toyopearl DEAE 650M (Af= 1,1, 1610 Tp/m) , SuperQ 650M, (Af= 
1,2, 1840 Tp/m) und QAE 550M (Af= 1,0, 1780 Tp/m) mit einem 

25 Partikeldurchmesser von 65 Jim enthielten. Fur die praparativen 
Chromatographiereinigungen wurde eine INDEX200 (APB) Glassaule 
(20 cm x 19 cm, Af= 1,4, 3800 Tp/m), sechs Liter Toyopearl DEAE 
650M und eine Zahnradpumpe (ISMATEC, PB, USA) benutzt. Im 
Gegensatz zu den analytischen P450 BM-3 Chromatographiereinigun- 

30 gen wurde das AKTAexplorer System iiber einen 1/2 0 aufgeteilten 
Flufl als Monitor verwendet, und die Puffer vor den praparativen 
Reinigungen manuell hergestellt. Die Puffer bestanden aus 
Tris/HCl (0,1 M, pH 7,8) mit 1 mM EDTA sowie 150 mM NaCl fur die 
erste, 250 mM NaCl fiir die zweite und 1 M NaCl fiir die dritte 

35 Salzstufe. 

b) wahl der pH-, Elutions- und Puf ferbedingungen 

Voruntersuchungen auf der Grundlage von Aktivitatsmessungen iiber 
40 NADPH-Verbrauch ergaben einen geeigneten pH-Bereich zwischen 6,8 
und 8,0 zur P450 BM-3 Reinigung. Spatere Untersuchungen zur 
pH-Stabilitat mit dem pNCA-Machweissystem bestatigten diesen 
pH-Bereich. 

Anionenaustauscherchromatographien mit linearen NaCl -Gradient en 
45 zeigten, dafl ein Tris/HCl-Puf fer (0,1 M, pH 7,8) mit 1 mM EDTA 
einem Phosphatpuf f er (0,1 M, pH 7,0 bis pH 7,5) mit 1 mM EDTA in 
Bezug auf Bindungskapazitat und Auf losungsvermogen fiir P450 BM-3 
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deutlich iiberlegen ist. Aus diesen Griinden wurde das 
Tris/HCl-Puf fersystem fiir alle weiteren Reinigungsoptimierungen 
verwendet - 

5 3. immobilisieruna der P450 BM-3 F87A Mutante 

a) Vorexperimente zur Auswahl der Tragermaterialien 

Zur Immobilisierung von P450 BM-3 F87A wurden in Vorexperimenten 
10 verschiedene adsorptive und kovalente Methoden untersucht. Fiir 
alle Vorexperimente wurden 100 mg Tragermaterial (Ausnahme: 
EP-100 / 50 mg) und 5 nmol P450 BM-3 F87A (aus Rohextrakt) 
verwendet . 

15 zur Auswahl eines geeigneten Tragermaterials wurde bei den 

adsorptiven Methoden 5 nmol P450 BM-3 F87A zur K x P0 4 -Puf fer-(20 
mM, pH 7,5 f ad 1600 jil) Tragermaterial-Suspension in ein 2 ml 
Eppendorf-Reakionsgef aJ3 gegeben. Die Reaktionsgef aJ3e wurden nach 
Anbringen mittels Klebeband an die AuBenseite eines 250 ml 

20 Rundkolbens eine Stunde am Rotationsverdampfer langsam zur 
Proteinimmobilisation liber Kopf gedreht. Zur Bestimmung der 
Adsorptionskapazitaten wurden die Immobilisate eine Minute bei 
9000 g zentrifugiert und 200 \il des Uberstandes zur 
Aktivitatsmessung entnommen. 



b) Optimierte Immobilisierungsvorschrif t fiir DEAE 650M und Super 
Q650M 

Bis zu 81 nmol eines P450 BM-3 F87A-Rohextrakts oder Lyophilisats 

30 konnen pro ml sediment iertem DEAE 650M Adsorptionsmaterial in 5 
ml Tris/HCl-Puf fer (pH 7 f 5) immobilisiert werden. Bei dem SuperQ 
650M Adsorptionsmaterial sind es bis zu 102 nmol eines P450 BM-3 
F87A-Rohextrakts . Zur Immobilisierung wurde das Lyophilisat in 4 
ml dH 2 0 in einem 15 ml t Ealconr Reaktionsgef afi. auf genommen ; und, mit 

35 einer Endkonzentration von 0,1 mM 12-pNCA versetzt, Nach 

f unfminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde 1 ml der mit 5 
ml Wasser zweimal gewaschenen und zentrif ugierten (9000 g, 1 min) 
Adsorptionsmatix zugegeben und eine halbe Stunde analog zu den im 
vorherigen Abschnitt beschriebenen Eppendorf-Reaktionsgef aBen 

*0 uber Kopf gedreht. Nach Zentrif ugationen und Abnahme des 

Uberstandes wurde das Immobilisat mit 5 ml Tris/HCl-Puf fer (pH 
7,5, 0,02 mM) versetzt, vorsichtig resuspendiert und erneut 
zentrifugiert (9000 g, lmin) . Dieser Waschvorgang wurde zwei Mai 
wiederholt. Nach Zugabe von Tris/HCl-Puf fer (0,1 M, pH 7,5) auf 

45 ein Endvolumen von 2,0 ml zum Immobilisat wurde dieses 
resuspendiert und in 200 |utl Aliquots auf 1,5 ml 
Eppendorf-Reaktionsgef aBe verteilt, die bereits 495 ^il dieses 
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Puffers enthielten. Nach Zugabe von 5 \il 12-pNCA (15 mM) und 
fiinfmimitiger Inkubationszeit wurde die Reaktion in einer 
Eppendorf-Schiittelapparatur (Ika-Vibrax, mit Janke und Kunkel 
Aufsatz VX2E) durch Zugabe von 100 \xl NADPH (1 mM) gestartet und 
5 nach variierten Reaktionszeiten mit 100 yil 6 M KOH gestoppt. Nach 
Zentrifugation bei 9000 g (1 min) wurde der uberstand abgenommen 
und die Absorption bei 410 nm bestimmt. 

Zur kovalenten Immobilisierung von P450 BM-3 F87A mittels 
10 Glutardialdehyd wurde P450 BM-3 F87A in einem 20 mM 
Kaliumphosphatpuf fer (pH 7,5) auf geschlossen. 5 g 
aminomodif izierter Trisopor-Glaser (Schueller, Durchmesser 
500-800 Jim) wurden bei Raumtemperatur zwischen drei und zwolf 
Stunden in einer geschlossenen Apparatur mit Glutardialdehyd 
15 bedampft. Die mit Glutardialdehyd aminomodif iziert en Glaser 
zeigten eine rot-violette Farbe, die auch nach zweimaligem 
Waschen mit 100 ml Kaliumcarbonatlosung (50 mM, pH 7,8) uber eine 
Fritte erhalten bleibt. 50 bis 150 mg dieser rot-violetten Glaser 
wurden mit 0,5-0,8 nmol P450 BM-3 F87A versetzt und bis zur 
20 Entfarbung der Losung in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgef Mfien in der 
Retsch-Kugelmiihle bei niedrigster Stufe und 6°C eine Stunde lang 
geschiittelt . 

4* Enzym-Membranreaktor 

25 

zur Uberpriifung des Enzym-Membran-Reaktorkonzepts wurden 25 nmol 
P450 BM-3 F87A auf 4 ml SuperQ 650M immobilisiert und in das 
Reaktorreaktionsgefafl zu 200 ml Tris/HCl Puffer (pH 7,8) gegeben. 
Nach Zugabe von 1,2 fmol 12-pNCA bei einer FluBgeschwindigkeit 

30 von 40 ml /min wurde die Losung 20 Minuten lang ohne Gegendruck 
auf das Filtrationsmodul durchmischt. Bei einem Gegendruck von 2 
psi wurde durch Zugabe von 2 ml waflriger NADPH-Losung (1 mM) die 
Reaktion gestartet und der Reaktionsablauf durch die Bestimmung 
der Wellenlangen bei 410 nm verfolgt. Wahrend des 

35 Reaktionsablauf s wurde NADPH— Losung in 1 ml Schritten bis zur 
vollstandigen 12-pNCA-Umsetzung zugegeben. 

Ref erenzbeispiel 5: Chemische Synthesen 

40 

Alle ^^H-NMR-Spektren wurden mit einem 500 MHz-NMR— Gerat , alle 
13 C-NMR mit einem 125 MHz-NMR— Gerat und CDC1 3 als Losungsmittel 
auf genommen . 



1. Herstelluno von a>-Phenoxvcarbonsauren (PCA) 
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Reaktionsschema A zeigt zur direkten PCA-Synthese aus 
co-Bromo-carbonsauren . 

Reaktionsschema A 
5 OH ^COOH 

(T T| + h 2 o + 



10 



Lj^l^COOH + [T^] + KOH — ► 

<DMF> 
n=6,7 



I l n ^ <DMF> 11 + H 2° + KBr 



Ansatze 

1,01 g (3,77 itvmol) Bromundekansaure Oder 

1/05 g (3,77 mmol) Bromdodekansaure 

15 355 mg (3,77 mmol) Phenol 

417 mg (7,44 mmol) Kaliumhydroxid 
50 ml DMF 

Allgemeine Reaktionsvorschrif t : 

20 

Zur in DMF gelosten Bromf ettsaure gibt man Phenol und 
Kaliumhydroxid. Die Losung wurde unter RiickfluB 6-7 Stunden lang 
auf 160°C erhitzt und die Reaktion mittels 
Diinnschichtchromatographie (DC, Laufmittel Petrolether : 
25 Diethylether 1:1) verfolgt. Nach Entfernen des Losungsmittels 
wurde der braune Niederschlag in einem 

Wasser-Diethylether-Zweiphasensystem (1:1) gelost und mit 
verdlinnter Salzsaure wurde ein pH-Wert von 2 eingestellt. Nach 
Extraktion der waBrigen Phase mit Diethylether wurden am 
30 Rotationsverdampfer die vereinigten Diethyletherf raktionen vom 
Iiosungsmittel befreit, in Petrolether :Essig-saureethylester 1:1 
aufgenommen und mittels einer DC60-Kieselgelchromatographiesaule 
(Merck) und dem gleichen Laufmittelgemisch gereinigt. 

35 charakterisierung: 

co-Phenoxydodekansaure (12-PCA): Ausbeute: 76 %; m p := 98-99°C 
berechnet: C 73,93% H 9,65% O 16,41%, gefunden: C 73,92% H 9,67% 



40 iH-NMR: S:= 7,26-7,29 (m, 2H, Phenyl-), 6,88-6,94 (m, 3H, Phenyl), 
3,94 (t, 2H, Phenyl-0-CH 2 -, J= 6,5 Hz), 2,35 (t, 2H, -CH 2 -COO, J= 
7,5 Hz), 1,74-1,80 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 - ) , 1,59-1,66 (m, 2H, 
-CH 2 -CH 2 -COO) , 1,42-1,48 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 -CH 2 - ) , 1,29-1,35 (m, 
12 H, -0-CH 2 -CH 2 -CH 2 -(CH 2 ) 6 -CH 2 -) • 

45 13 C -NMR: 6:= 180,4 (-C00), 159,3 (C 1'), 129,8 (C 3')r 120,8 (C 
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4'), 114,7 (C 2'), 68,3 (-0-CH 2 -), 34,5 (-CH 2 -COO-), 29,9, 29,8, 
29,7, 29,7, 29,5, 29,4, 29,1, 26,5, 25,1 (C-3-C-11). 

co-Phenoxyundekansaure (11-PCA): Ausbeute: 78 %; m p := 95°C 
5 berechnet: C 73,35% H 9,41% O 17,24%, gefunden: C 73,32% H 9,44% 

iH-NMR: 6:= 7,18-7,21 (m, 2H, Phenyl-), 6,81-6,86 (m, 3H, Phenyl), 
3,87 (t, 2H, Phenyl-0-CH 2 -, J= 6,5 Hz), 2,27 (t, 2H, -CH 2 -COO, J= 
7,5 Hz), 1,67-1,73 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 - ) , 1,53-1,57 (m, 2H, 
10 -CH 2 -CH 2 -COO) , 1,35-1,39 (in, 2H, -0-CH 2 -CH 2 -CH 2 - ) , 1,18-1,30 (m, 
10H, -0-CH 2 -CH 2 -CH 2 -(CH 2 ) 5 -CH 2 -) . 

13C-NMR: 6:= 180,5 (-COO) , 159,5 (C 1'), 129,8 (C 3'), 120,7 (C 
4'), 114,7 (C 2'), 68,2 (-0-CH 2 -), 34,5 (-CH 2 -COO-), 29,9, 29,7, 
15 29,7, 29,7, 29,6, 29,4, 26,4, 25,0 (C-3-C-10). 

2. Herstell una von p-Nitroohenoxvcarbonsauren (PHCA) 

im Gegensatz zu den PCA-Synthesen war eine entsprechende Synthese 
20 der pNCA-Verbindungen nicht moglich. Die pNCA-Synthese gelang 
erst, nachdem die co-Bromcarbonsauren verestert waren und 
wasserfrei gearbeitet wurde. 

Br _ _ 

n: = 2,4,6-8,11 



25 kJ^I^COOH 

J n 



30 



I 



MeOH/HCl (1M) 

<Hexan> 

-H 2 0 



35 I N0 2 

-NaBr 
<DMSO> 



40 






COOCH3 _^^O^Sv^ C00H 

n 

PCL/CAL^ 
-MeOH 
<H 2 0> 



45 



N0 2 N °2 



Allgemeine Vorschrift zur Synthese: 
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Ausgehend von a>-Bromcarbonsauren, wurden (O-Bromcarbonsaure- 
methylester und a>-Brom-carbonsaureethylester in Hexan 
entsprechend einer Standardmethode (Becker et al. 1993) mit 
wasserfreier Methanol- oder Ethanollosung, die 1 M HCl enthalt, 
5 verestert. Der Reaktions-verlauf wurde mittels DC (Laufmittel 
Hexan : Diethylether : Essigsaure 70:30:1) verfolgt. Die waBrige 
Phase wird zwei Mai mit Diethylether extrahiert, zwei Mai mit 
gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung und einmal mit 
demineralisiertem Wasser gewaschen, liber Nacht mit wasserfreiem 
10 Natriumsulfat getrocknet, filtriert und chromatographisch 

auf gereinigt , wobei als Laufmittel Petrolether : Diethylether im 
Verhaltnis 70:30 verwendet wird. Nachdem das Losungsmittel am 
Rotationsverdampfer evaporiert war, wurden die Ester eine Stunde 
lang ans Hochvakuum angeschlossen. Urn die pNCA-Ester darzustellen 
15 wurde zu 17 mmol co-Brom-carbonsaureester , die in 100 ml DMSO 

gelost wurden, ein geringer tiberschuB von 18,5 nmol p-Nitrophenol 
gegeben. Die Losung wurde unter Rue kfluBklih lung fur zwei bis drei 
Stunden auf 120°C erhitzt. Nach Abkuhlen der leicht braunlichen 
Losung auf Raumtemperatur wurde tropfenweise demineralisiertes 
20 Wasser zugegeben, urn die pNCAester auszuf alien. Das Prazipitat 
wurde filtriert, mit 1,5 Liter eiskaltem Wasser zur Entfernung 
von uberschussigem p-Nitrophenol gewaschen und in DMSO zu einem 
weiBen Pulver umkristallisiert . zur Hydrolyse der pNCAester wurde 
eine Lipasemischung, bestehend aus 100 mg Pseudomonas cepacia 
25 (PCL) und 100 mg Candida antarctica Lipase B von Amano (Nagoya, 
Japan), zu einer 100 ml Aceton/Wasser Mischung (pH 7,5, 0,2 M 
Kaliumphosphat , bis zu 50 % Aceton) zugegeben. Nach Zugabe der 
pNCAester (5 mmol) wurde die Suspension bei Raumtemperatur bis zu 
16 h geriihrt. Zur Entfernung des Lipaseimmobilisats wurde die 
30 klare Suspension filtriert und die pNCAs durch Evaporierung von 
Aceton kristallisiert. Die pNCA-Verbindungen wurden mit kaltem 
Wasser gewaschen, in DMSO umkristallisiert und chromatographisch 
uber Silicagel DC60 (Merck, Darmstadt) (Petrolether : 
Essigsaureethylester 1:1 bis 1:3) gereinigt. 



35 



Charakterisierung der pNCAs: 



Die angegebenen Ausbeuten der pNCA beziehen sich immer auf die 
entsprechenden pNCAester als Edukte, und die Ausbeuten fur die 
40 pNCAester beziehen sich immer auf die zugehorigen 
co-Bromcarbonsauren . 

p-Nitrophenoxyhexansaure (6-pNCA): Ausbeute: 81 %; m p := 94°C 



45 
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1H-NMR: 6:= 8,18 (d, 2H, N0 2 -Phenyl-, J= 9,3Hz), 6,94 (d, 2H, 
Phenyl-O-, J= 9,3 Hz), 4,06 (t, 2H, Phenyl-0-CH 2 -, J= 6,3 Hz), 
2,42 (t, 2H, -CH 2 -COO, J= 7,1 Hz), 1,80-1,92 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 - ) , 
1,68-1,77 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO) , 1,49-1,61 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 -) . 



13C-NMR: 6:= 180,0 (-COOH), 164,1 (C-4'), 141,4 (C-l'), 125,9 
(C-2'), 114,4 (C-3')# 68,5 (-0-CH 2 -), 33,9 (-CH 2 -COOH), 28,6, 
25,5, 24,3 (C-3, C-5, C-4). 

10 p-Nitrophenoxyhexansaureethylester (6-pNCAEt): Ausbeute: 81 % 

iH-NMR: 6:= 8,09 (d, 2H, N0 2 -Phenyl-, J= 9,3Hz), 6,85 (d, 2H, 
Phenyl-O-, J= 9,3 Hz), 4,05 (q, 2H, -COO-CH 2 -), 3,97 (t, 2H, 
Phenyl-0-CH 2 -, J= 6,4 Hz), 2,26 (t, 2H, -CH 2 -COO, J= 7,3 Hz), 
15 1,69-1,82 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 -) , 1,57-1,67 (m, 2H,-CH 2 -CH 2 -COO) , 
1,40-1,50 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 -) , 1,17 (t, 3H, -COOCH 2 -CH 3 ) . 

13 C— NMR: 5:= 173,7 (-COO), 164,3 (C 4')/ 141,5 (C 1'), 126,0 (C 
2'), 114,6 (C 3'), 68,7 (-0-CH 2 -), 60,4 (-COO-CH 2 -) , 34,3 
20 (-CH 2 -COO-), 28,8, 25,7, 24,8 (C-3, C-5, C-4), 14,4 (-0-CH 2 -CH 3 ) . 

p-Nitrophenoxyoktansaure (8-pNCA): Ausbeute: 92 %; %: = 98°C 

iH-NMR: 6:= 8,11 (d, 2H, N0 2 -Phenyl-, J= 9,2 Hz), 6,86 (d, 2H, 
25 Phenyl-O-, J= 9,3 Hz), 3,97 (t, 2H, Phenyl-0-CH 2 -, J= 6,4 Hz), 

2,29 (t, 2H, -CH 2 -COO, J= 7,4 Hz), 1,69-1,80 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 ), 
1,56-1,61 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO), 1,32-1,43 <m, 6H, 
-0-CH 2 -CH 2 - (CH 2 ) 3 -CH 2 - ) . 

30 13C-NMR: 8:= 180,2 (-COOH), 164,3 (C 4'), 141,4 (C 1'), 125,9 (C 
2'), 114,4 (C 3'), 68,8 (-0-CH 2 -), 34,0 (-CH 2 -COOH), 28,9, 28,9, 
28,9, 25,8, 24,6 (C-3-C-7). 

p-Nitrophenoxyoktansauremethylester (8-pNCAMe): Ausbeute: 79 % 

35 

1 H— NMR: &: = 8,10 (d, 2H, N0 2 -Phenyl-, J= 9,2HZ), 6,86 (d, 2H, 
Phenyl-O-, J= 9,3 Hz), 3,97 (t, 2H, Phenyl-0-CH 2 - , J= 6,5 Hz), 
3,59 (s, 3H, -COOCH3), 2,24 (t, 2H, -CH 2 -COO, J= 7,4 Hz), 
l,69-l,77(m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 -) , 1,51-1,59 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO) , 

40 

1,27-1,43 (m, 6H, -0-(CH 2 ) 2 -(CH 2 ) 3 -) . 



5 



13 C— NMR: S: = 174,2 (-COO) , 164,3 (C 4'), 141,4 (C 1'), 125,9 (C 
2'), 114,4 (C 3'), 68,8 (-0-CH 2 -), 51,5 (-COO-CH3), 34,0 
<-CH 2 -COO-), 29,0, 28,9, 28,9, 25,8, 24,9 (C-3-C-7). 
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p-Nitrophenoxydekansaure (10-pNCA): Ausbeute: 84 %; mpi= 101°C 

iH-NMR: 6:= 8,18 (d, 2H, N0 2 -Phenyl-, J= 9,2 Hz), 6,93 (d, 2H, 
Phenyl-O-, J= 9,3 Hz), 4,03 (t, 2H, Phenyl-0-CH 2 -, J- 6,5 Hz), 
5 2,35 <t, 2H, -CH 2 -COO, J= 7,4 Hz), 1,75-1,86 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 - ) , 
1,60-1,63 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO) , 1,32-1,45 (m, 10H, 
-0-CH 2 -CH 2 -(CH 2 ) 5 -CH 2 -) . 

13 C -NMR: 6:= 180,4 (-COO), 164,4 (C 4'), 141,5 (C 1*), 126,1 (C 
10 2 '), 114,6 (C 3'), 69,1 <-0-CH 2 -), 34,2 (-CH 2 -COOH), 29,9, 29,4, 
29,4, 29,3, 29,2, 26,3, 26,1, 24,8 (C-3-C-9). 

p-Nitrophenoxydekansauremethylester (10-pNCAMe): Ausbeute: 73 % 

15 iH-NMR: 8: = 8,11 (d, 2H, N0 2 -Phenyl-, J= 9,2 Hz), 6,86 (d, 2H, 
Phenyl-O-, J= 9,3 Hz), 3,97 (t, 2H, Phenyl-0-CH 2 - , J= 6,5 Hz), 
3,59 (S, 3H, -COOCH3), 2,23 (t, 2H, -CH 2 -COO, J= 7,5 Hz), 
1,68-1,77 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 - ) , 1,52-1,57 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO) , 
1,22-1,45 (m, 10H, -0-CH 2 -CH 2 -(CH 2 ) 5 -CH 2 -) . 

20 

13C-NMR: 8: = 174,2 (-COO) , 164,2 (C 4')r 141,2 (C 1'), 125,8 (C 
2'), 114,3 (C 3'), 68,8 (-0-CH 2 -), 51,3 (-COOCH3), 34,3 
<-CH 2 -COO-), 29,2, 29,1, 29,1, 29,0, 28,9, 25,8, 24,8 (C-3-C-9) . 

25 p-Nitrophenoxyundekansaure (11-pNCA): Ausbeute: 89 %; nip:= 102°C 

iH-NMR: 8:= 8,19 (d, 2H, N0 2 -Phenyl-, J=9,2 Hz), 6,94 (d, 2H, 
Phenyl-O-, J= 9,1 Hz), 4,05 (t, 2H, Phenyl-0-CH 2 - , J= 6,5 Hz), 
2,35 <t, 2H, -CH 2 -COO, J= 7,6 Hz), 1,79-1,84 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 - ) , 
30 1,61-1,66 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO) , 1,43-1,49 (m, 2H, 

-0-CH 2 -CH 2 -CH 2 -), 1,32-1,45 (m, 10H, -0-CH 2 -CH 2 -CH 2 -(CH 2 ) 5 -CH 2 -) . 

13 C-NMR:. 81= 180,12, (.-COO),, 164,3 (C 4'), 141,3 (C 1'), 125,9 (C 
2'), 114,4 (C 3'), 68,9 (-0-CH 2 -), 34,0 (-CH 2 -COO-), 29,4, 29,3, 
35 29,3, 29,2, 29,0, 29,0, 25,9, 24,6 (C-3-C-10). 

p-Nitrophenoxyundekansauremethylester (11-pNCAMe): Ausbeute: 80 % 

iH-NMR: 8:= 8,18 (d, 2H, N0 2 -Phenyl-, J=9,3 Hz), 6,93 (d, 2H, 
4 Phenyl-O-, J= 9,2 Hz), 4,03 (t, 2H, Phenyl-0-CH 2 -, J= 6,5 Hz), 
3,66 (s, 3H, -COOCH3), 2,29 (t, 2H, -CH 2 -COO, J= 7,5 Hz), 
1,75-1,86 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 - ) , 1,58-1,64 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO) , 
1,29-1,45 (m, 12H, -0-CH 2 -CH 2 -(CH 2 ) 6 -CH 2 -) . 

45 
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"C-NMR: 6:= 174,5 (-COO), 164,4 (C 4'), 141,5 (C 1'), 126,1 (C 
2'), 114,6 (C 3'), 69,0 (-0-CH 2 -), 51,6 (-COOCH 3 ), 34,2 
(-CH2-COO-), 29,6, 29,5, 29,4, 29,4, 29,3, 29,1, 26,1, 25,1 
(C-3-C-10) . 

5 

p-Nitrophenoxydodekansaure (12-pNCA): Ausbeute: 89 %; stp:= 106°C 

berechnet: C 64,07% H 8,07% N 4,06%, 0 23,71%, gefunden: C 63,99 
% H 8,18% N 4,15% 



iH-NMR: 5:= 8,19 (d, 2H, N0 2 -Phenyl-, J=9,3 Hz), 6,94 (d, 2H, 
Phenyl-O-, J= 9,4 Hz), 4,04 (t, 2H, Pheny l-0-CH 2 - , J= 6,6 Hz), 
2,35 (t, 2H, -CH2-COO, J= 7,5 Hz), 1,79-1,84 (m, 2H, 
-O-CH2-CH2-) , 1,60-1,66 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO) , 1,43-1,49 (m, 2H, 
15 _o-CH 2 -CH 2 -CH 2 - ) , 1,29-1,35 (m, 12H, -0-CH 2 -CH 2 -CH 2 - (CH 2 ) 6 -CH 2 -) . 

"c-NMR: 5:= 180,4 (-COO), 164,3 (C 4'), 141,3 (C 1'), 125,9 (C 
2'), 114,4 (C 3'), 68,9 (-0-CH 2 -), 34,1 (-CH 2 -COO-), 29,5, 29,4, 
29,3, 29,2, 29,2, 29,0, 29,0, 25,9, 24,7 (C-3-C-11). 

20 

p-Nitrophenoxydodekansaureethylester (12-pNCAEt): Ausbeute: 73 % 

iH-NMR: 5:= 8,18 (d, 2H, N0 2 -Phenyl-, J=9,2 Hz), 6,94 (d, 2H, 
Phenyl-O-, J= 9,3 Hz), 4,12 (q, 2H, -COO-CH 2 -, J= 7,1 Hz) 4,05 (t, 
25 2H, Phenyl-0-CH 2 -, J= 6,5 Hz), 2,29 <t, 2H, -CH 2 -COO, J= 7,5 Hz), 
1,70-1,87 (m, 2H, -O-CH2-CH2-) , 1,59-1,69 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO) , 
1,32-1,45 (m, 14H, -0-CH 2 -CH 2 -(CH2)7-CH 2 -) , 1,26 (t, 3H, 
-COOCH2-CH3 , J= 7,2 Hz ) . 

30 "C-NMR: 5:= 174,8 (-C00), 164,4 (C 4'), 141,5 (C 1'), 126,1 (C 
2'), 114,6 (C 3'), 69,0 (-0-CH 2 -), 60,5 <-COO-CH 2 -) , 34,2 
(-CH2-COO-), 29,6, 29,5, 29,4, 29,4, 29,3, 29,2, 29,1, 26,1, 25,1 
(C-3-C-11), 14,4 (-COO-CH2-CH3) . 

35 

p-Nitrophenoxypentadekansaure (15-pNCA): Ausbeute: 87 %; m p := 
115*0 

1 H— NMR: 5:= 8,19 (d, 2H, N0 2 -Phenyl-, J=9,2 Hz), 6,94 (d, 2H, 

mmt Phenyl-O-, J= 9,3 Hz), 4,05 (t, 2H, Pheny l-0-CH 2 - , J= 6,5 Hz), 
40 

2,35 (t, 2H, -CH2-COO, J= 7,5 Hz), 1,79-1,85 (m, 2H, -O-CH2-CH2- ) , 
1,59-1,66 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO) , 1,43-1,49 (m, 2H, 
-O-CH2-CH2-CH2-) , 1,26-1,35 (m, 18H, -0-CH2-CH2-CH2-(CH 2 )9-CH 2 -) . 



10 
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13C-NMR: &:= 180,0 (-COO), 164,3 (C 4'), 141,3 (C 1'), 126,0 (C 
2'), 114,4 (C 3'), 68,9 (-0-CH 2 -), 34,0 (-CH 2 -COO-), 29,6, 29,6, 
29,5, 29,4, 29,4, 29,3, 29,3, 29,2, 29,1, 29,0, 25,9, 24,7 
(C-3-C-14) . 

5 

p-Nitrophenoxypentadekansauremethylester (15-pNCAMe): Ausbeute: 
75 % 



iH-NMR: 6:= 8,19 (d, 2H, N0 2 -Phenyl-, J=9,2 Hz), 6,94 (d, 2H, 
10 Phenyl-O-, J= 9,3 Hz), 4,05 (t, 2H, Phenyl-0-CH 2 - , J= 6,5 Hz), 
3,66 (s, 3H, -COOCH3), 2,26 (t, 2H, -CH 2 -COO, J= 7,5 Hz), 
1,79-1,85 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 -) , 1,59-1,66 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO) , 
1,43-1,49 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 -CH 2 - ) , 1,26-1,35 (m, 18H, 
-0-CH 2 -CH 2 -CH 2 - ( CH 2 ) 9-CH2- ) . 

15 

13C-NMR: 6:= 174,6 (-COO), 164,3 (C 4'), 141,3 (C 1'), 126,0 (C 
2'), 114,4 (C 3'), 68,9 (_0-CH 2 -), 51,7 (-COOCH3) , 34,0 
<-CH 2 -COO-), 29,7, 29,6, 29,5, 29,5, 29,4, 29,3, 29,3, 29,2, 29,1, 
29,1, 26,1, 25,0 (C-3-C-14). 

20 

3. Herstellu na von Resoruf invlcarbonsSuren (RCA) 

a) Darstellung von co-Resoruf inyldodekansauremethylester und 
co-Resoruf inylundekansaure-methylester 

25 

Zur RCA-Synthese wurden die to-Bromcarbonsauren, entsprechend dem 
Vorgehen bei den pNCA-Verbindungen verestert, mit dem 
Natriumresoruf insalz in DMF umgesetzt und mittels einer PCL/CAL- 
B-Lipasemischung hydrolysiert. 



35 




ma. 



(CH 2 ) n 

n=5,6 
T= 180<>C 
<DMF> 



40 



NaBr 




COOCH3 



(CH 2 ) n 
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Ansatz fiir co-Resoruf inyllaurinsauremethylester: 

0,90 g (3,1 mmol) 12-Bromlaurinsauremethylester 

0,72 g (3,1 mmol) Resorufin 

5 50 ml DMF 

Ansatz fiir co-Resoruf inylundekansauremethylester : 

0,75 g (2,7 mmol) 11-Bromundekansauremethylester 

10 0,63 g (2,7 mmol) Resorufin 

50 ml DMF 



Durchfiihrung: 

15 zur Losung des Bromfettsaureesters in DMF gibt man Resorufin, das 
sich nicht vollstandig lost, zu. Die dunkelviolette Suspension 
wird unter Rlickf lufi vier Stunden lang erhitzt und die Reaktion 
mittels DC (Laufmittel Petrolether : Diethy lether 1:1) verfolgt. 
Nach dem Entfernen des Losungsmittels wird der braune 

20 Niederschlag in Petrolether :Essigsaureethylester 1:1 eine halbe 
Stunde lang gelost und mittels einer DC60 
(Merck) -Kieselgelchromatographiesaule in dem gleichen 
Laufmittelgemisch gereinigt. Die Saule sollte nicht zu groB 
gewahlt werden, da die Verbindung in geringem MaBe auf der Saule 

25 zerfallt. 



co-Resoruf inyllaurinsauremethylester : Ausbeute: 17 % 

1H-NMR: 5:= 7,62 (d, 1H, -H-9', J= 8,89 Hz), 7,35 (d, 1H, -H-l' , 
J= 9,79 Hz), 6,85 (dd, 1H, -H-8', J 8% 9 r = 8,87 Hz, J 8 ',6'= 2,41 
Hz), 6,76 (dd, 1H, -H-2 ' , J 2 > , i*» 9,74 Hz, J 2 ' # 4'= 1/74 Hz), 6,73 
(d, 1H, -H-6', J= 2,40 Hz), 6,25 (d, 1H, -H-4 ' , J= 1,74 Hz), 3,98 
(t, 2H, Phenyl-0-CH 2 -, J= 6,50 Hz), 3,59 (s, 3H, -COO-CH 3 ), 2,23 
(t, 2H, -CH 2 -C00, J= 7,50 Hz), 1,73-1,79 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 - ) , 
1,53-1,56 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO) , 1,37-1,41 (m, 2H, 

-0-CH 2 -CH 2 -CH 2 -) , 1,22-1,29 (m, 12H, -0-CH 2 -CH 2 -CH 2 - (CH 2 ) 6 -CH 2 - ) . 

l 3 C-NMR: 6:= 186,7 (-C 3'), 174,7 (-COO), 163,7, 150,3 146,1, 
145,7 (C 4a', C-5a', C-9a', C-10a'), 135,1, 134,5, 131,9, 128,7, 
114,5, 107,1, 100,8 (C 2', C 4', C 1', C 9', C 6', C 8', C 9'), 
69,5 (-0-CH 2 -), 51,9 ( -COO-CH3 ) , 34 , 5 <-CH 2 -COO-), 30,1, 29,8, 
29,7, 29,7, 29,6, 29,5, 29,3, 26,3, 25,3 (C-3-C-11). 



co-Resoruf inylundekansauremethylester : Ausbeute: 15 %; 



WO 01/07573 



35 



PCT/EP00/07251 



1 H— NMR: 8:= 7,62 (d, 1H, -H-9 ' , J= 8,91 Hz), 7,35 (d, 1H, -H-l' , 
J= 9,70 Hz), 6,86 (dd, 1H, -H-8', J 8 *, 9'= 8,90 Hz, J 8 ',6'= 2,53 
Hz), 6,76 (dd, 1H, -H-2 ' , J 2 ', i — 9,72 Hz, J 2 *, 4 '= 1.95 Hz), 6,73 
(d, 1H, -H-6', J= 2,54 Hz), 6,25 (d, 1H, -H-4 ' , J= 1,94 Hz), 3,98 
5 (t, 2H, Phenyl-0-CH 2 -, J= 6,49 Hz), 3,60 (s, 3H, -COO-CH 3 ) , 2,23 
(t, 2H, -CH2-COO, J= 7,50 Hz), 1,74-1,79 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 -) , 
1,54-1,57 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO) , 1,35-1,42 (m, 2H, 

-0-CH 2 -CH 2 -CH 2 -) , 1,18-1,29 (m, 10H, -0-CH 2 -CH 2 -CH 2 - (CH 2 ) 5 -CH 2 - ) . 

10 13 C -NMR: &:= 186,7 (-C 3'), 174,7 (-COO) , 163,7, 150,3 146, 1, 

145,7 (C 4a', C-5a', C-9a' , C-10a'), 135,0, 135,0, 132,0, 128,6, 
114, 5, 107,0, 100,8 (C 2', C 4', C 1', C 9', C 6', C 8', C 9'), 
69,5 (-0-CH 2 -), 51,8 (-COO-CH3), 34,5 (-CH 2 -COO-), 29,9, 29,8, 
29,7, 29,6, 29,5, 29,3, 26,3, 25,3 (C-3-C-10). 



15 



b) Darstellung von co-Resoruf inyldodekansaure und 

co-Resoruf inylundekansaure 



20 




COOCH3 



(CH 2 ) n 



25 



0,1 M wassriger Phosphatpuf fer pH 7,3 

Lipase; T= 40 °C; n= 5,6 

10 % Ace ton als Losungsvermittler 



30 




COOH 



(CH 2 ) n 



+ MeOH 
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Vorver suche : 

Chemische Hydrolyse mittels NaOH fiihrte zur Spaltung des Esters, 
40 jedoch konnte das gewiinschte gelb-orange Produkt nur in Ausbeuten 
von 10 % isoliert werden; die Ursache liegt darin, da/3 der 
Resoruf inyl-Aromat in stark alkalischen Losungen (pH>12) unter 
Farbverlust zerfallt. Auf DC-Plattchen waren fiinf Produkte 
erkennbar. Im alkalischen Medium zeigt der 
45 Resoruf inylfettsaureester eine griinliche Farbung. Die Spaltung 
mittels Lipasen verlief nach Optimierung der Aufarbeitung 
wesentlich erf olgreicher . Zur Wahl einer geeigneten Lipase wurden 
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folgende Lipasen im Thermomixer bei 40° C liber Nacht in einem 0,1 
M Natriumphosphatpuf fer pH 7,5 mit 10 % Aceton als 
Losungvermittler getestet: Candida antarctica Lipase A und B, 
Aspergillus nlger Lipase und Pseudomonas cepacia Lipase (PCL) . 

5 

Die Candida antarctica Lipase B und die PCL spalten die 
Resorufinylcarbonsaureester, wobei letztendlich die PCL-Lipase 
zur praparativen Esterspaltung verwendet wurde. 

10 Ansatz fiir co-Resoruf inyldodekansaure: 

40 mg (94 |iinol) co-Resoruf inyldodekansauremethylester 

2 ml Aceton 

18 ml Natriumphosphatpuf fer, pH 7,3 

15 Spatelspitze PCL-Lipase 

Ansatz fur co-Resoruf iny lundekansaure : 

36 mg (30 juunol) co-Resoruf inylundekansauremethylester 

2 ml Aceton 

18 ml Natriumphosphatpuf fer , pH 7,3 

Spatelspitze PCL-Lipase 



Durchf uhrung : 

In einem 50 ml Rundkolben werden die Ester in Aceton gelds t, nach 
Zugabe von 9 ml Natriumphosphatpuf fer, pH 7,3 wird eine 
Spatelspitze PCL zugegeben und bei 40°C iiber Nacht inkubiert. Der 
Reaktionsablauf wird mittels DC (Laufmittel Petrolether : 
Diethylether 1:1) verfolgt. Nach mehrfacher vorsichtiger 
Extraktion mittels Chloroform wird die Chlorof onnphase zwei Mai 
mit demineralisiertem Wasser gewaschen, iiber Natriumsulf at vier 
Stunden getrocknet f filtriert und am Rotationsverdampf er 
eingeengt . 

co-Resoruf inyllaurinsaure: Ausbeute: 73 % 



1H-NMR: 6:= 7,62 (d, lH f -H-9 ' , J= 8,9 Hz), 7,35 (d, 1H, -H-l', J= 
9,8 Hz) r 6,85 (dd, 1H, -H-8', J 8% 9 ,= 8,87 Hz, J 8 ',6'= 2,4 Hz), 
6,76 (dd, 1H, -H-2', J 2 < t i- = 9,7 Hz, J 2 ',4'= 1.7 Hz), 6,73 (d, 1H, 
-H-6', J= 2,4 Hz), 6,25 (d, 1H, -H-4 ' , J= 1,7 Hz), 3,98 (t, 2H, 
Phenyl-0-CH 2 -, J= 6,5 Hz), 2.34 (t, 2H, -CH 2 -COO, J= 7,5 Hz), 
1.73-1.79 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 - ) , 1.55-1.59 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO ) , 
1.37-1.41 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 -CH 2 - ) , 1.22-1.29 (m, 12H, 
-0-CH 2 -CH 2 -CH 2 -(CH 2 ) 6 -CH 2 -) . 
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13 C -NMR: 6:= 186,6 (-C 3'), 180,4 (-CO0), 163,7, 150,3 146,1, 
145,7 (C 4a', C-5a', C-9a', C-10a'), 135,1, 134,5, 131,9, 128,7, 
114,5, 107,1, 100,8 (C 2', C 4', C 1', C 9', C 6', C 8', C 9'), 
69,5 (-0-CH 2 -), 34,2 (-CH2-COO-), 30,1, 29,8, 29,7, 29,7, 29,6, 
5 29,5, 29,3, 26,3, 25,3 (C-3-C-11). 

co-Res or uf inylundekansaure: Ausbeute: 78 % 



10 



1 H-NMR: 5:= 7,63 (d, 1H, -H-9 ' , J= 8,9 Hz), 7,35 (d, 1H, -H-l', J= 
9,7 Hz), 6,85 (dd, 1H, -H-8', J 8 *, 9— 8,9 Hz, Je^e — 2,53 Hz), 
6,76 (dd, 1H, -H-2', J 2 - f i- = 9,7 Hz, J 2 ',4'= 1,9 Hz), 6,73 (d, 1H, 
-H-6', J= 2,5 Hz), 6,25 (d, 1H, -H-4 ' , J= 1,9 Hz), 3,98 (t, 2H, 
Phenyl-0-CH 2 -, J= 6,5 Hz), 2.35 (t, 2H, -CH 2 -COO, J= 7,5 Hz), 
1.74-1.79 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 - ) , 1.54-1.59 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO) , 
15 1.35-1.42 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 -CH 2 -) , 1.18-1.29 (m, 10H, 
-0-CH 2 -CH 2 -CH 2 -(CH 2 ) 5 -CH 2 -) . 

13 C— NMR: S: = 186,7 (-C 3'), 180,7 (-COO), 163,7, 150,3 146,1, 
145,7 (C 4a', C-5a', C-9a', C-10a'), 135,0, 135,0, 132,0, 128,6, 
20 114,5, 107,0, 100,8 (C 2', C 4', C 1', C 9', C 6', C 8', C 9'), 
69,5 (-0-CH 2 -), 34,1 (-CH 2 -COO-), 29.9, 29.8, 29.7, 29,6, 29,5, 
29,3, 26,3, 25,3 (C-3-C-10). 

c) Aktivitatstest von P450 BM-3 mit 

25 a)-Resoruf inyllaurinsaure und (o-Resoruf inylundekansaure : 

Eine Spatelspitze der 11- Oder 12-RCA wurde in 0,5 ml Aceton, 
Ethanol, THF, Dioxan und 5,5 ml Kaliumphosphatpuf f er (pH 7,5, 0,1 
M) gelost. Zu den als Losungsvermittler fungierenden organischen 

30 Losungsmitteln wurde 5 ml Kaliumphosphatpuf fer (pH 7,5, 0,1 M) 
gegeben. Nach Zugabe von 5 nmol P450 wurde 10 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert und das P450 BM-3 durch Zugabe von 200 
|jil NADPH (50 |iM) reduziert. Nach einer Stunde wurden 200 fxl der 
jeweiligen Reaktionsansat2e in eine Mikrotiterplatte uberfiihrt. 

35 in der zweiten Reihe sind zusatzlich entsprechende Blindproben 
ohne NADPH-Zugabe pipettiert. 



Ref erenzbeispiel 6 : Analytische Methoden 

40 

1. Proteintrennunq in der SDS-Polyacrylamid-Gelel ektrophorese 
(SDS-PAGE) 



Mittels SDS-PAGE konnen Proteine nach ihrer GroBe aufgetrennt 
werden. Gereinigte Proteinproben wurden vor der Gelelektrophorese 
1:1 mit SDS-Probenpuf fer (Tris/HCl 500 mM, pH 6,8, Glycerin 10 % 
(v/v), SDS 20 % (w/v), Mercaptoethanol 2 % (w/v), Bromphenolblau 
0,05 %) vermischt und 5 min zur Proteindenaturierung auf 95°C 
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erhitzt. 2ur Analyse der Proteinexpression in E. coll Zellen 
wurden nach f iinf stundiger Induktionsphase (OD 578 = 1,5-2,0) 1 ml 
der Kultur abpipettiert und bei 12000 g zentrif ugiert . Das 
Zellpellet wurde mit 100 jil des Probenpuf f ers auf geschlossen und 
1 min bei 12000 g zentrif ugiert . Nach Abkiihlen der Proteinproben 
auf Eis erfolgte die Proteinauf trennung im Elektrophoresepuf fer 
(9,0 g Tris, 43,2 g Glycerin, 3,0 g SDS, ddH 2 0 ad 600 ml) bei 25 
mA pro Gel. 



10 Als Proteins tandards dienten ein Niedermolekulargewichts -Marker 
(Phosphorylase B 97,4 kDa, BSA 66,3 kDa, Ovalbumin 45,0 kDa, 
Carboanhydrase 31,0 kDa, Trypsininhibitor 21,5 kDa, Lysozym 14,4 
kDa) und ein Hochmolekulargewichts-Kit (Myosin 200 kDa, 
B-Galaktosidase 116,25 kDa, Phosphorylase B 97,4 kDa, BSA 66,3 

15 kDa, Ovalbumin 45 kDa) von Bio-Rad (Richmond, USA) - 



Zur Proteintrennung wurde ein 7,5 prozentiges Trenngel (2,5 ml 
Tris/HCl (1,5 M, pH 8,8), 100 jil SDS (10% m/v), 2,5 ml Acrylamid 
: N,N'-Methylenbisacrylamid 30 : 1 (Roth), 50 \il APS, 5 jxl 
20 TEMED) und 4 prozentiges Sammelgel (1 ml Sammelgelpuf f er (12,11 
g Tris, 0,8 g SDS, ad H 2 0 200 ml, pH 6,8 mit HC1 eingestellt) , 
0,52 fxl Acrylamid : N,N'-Methylen-bisacrylamid 30:1 (Roth), 40 \il 
APS 10 % (w/v), 4 \il TEMED verwendet. Im Anschluft an die 
Elektrophorese wurden die auf getrennten Proteine drei Stunden 

25 

m9 lang unter langsamem Schutteln mit Farbeldsung (0,1 % Coomassie 
Brilliant Blue R250, 10 % (v/v) Essigsaure, 30 % Methanol) blau 
gefarbt. Die Xnkubation in Entf arbelosung (10 % (v/v) Essigsaure, 
30 % Methanol) erfolgte bis deutliche Proteinbanden sichtbar 
wurden. Zur Dokumentation wurde das Gel luftblasenf rei zwischen 

30 ein Cellulose-Filterpapier und eine Kopierfolie gelegt und zwei 
Stunden im Geltrockner (Bio-Rad, Model 583) bei 80°C unter 
Hausvakuum getrocknet. 

35 2. Bestimmung des Proteinaehalts mittels BCA- Nachweis 

Proteinkonzentrationen wurden mittels des Bicinchoninsaure-(BCA) 
Protein-Nachweis systems von Pierce (St, Augustin, Deutschland) 
spektrometrisch bei 562 nm nach Herstellerangaben entsprechend 
dem Standardprotokoll bestimmt. Kalibriergeraden wurden mit 

40 

BSA-Verdlinnungen auf genommen. 



3. Spektroskopische Nachweismethoden 



45 
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Alle spektroskopischen UV-vis Nachweise wurden unter aeroben 
Bedingungen in einem Pharmacia Spectrophotometer , Modell 
BioChrom4060 (APB, Uppsala, Schweden), mit BioChrom4060 Windows 
3.11 Software v2.0 durchgef iihrt . 

5 

a) Bestimmung der P450 Konzentration 

P450 BM-3 Konzentrationen wurden mittels der 

CO-Dif ferenzspektroskopiemethode (Omura et al. 1964) und einem 
10 Bxtinktionskoef f izienten von e= 91 mM" 1 * cm- 1 bei einer 

Vorschubgeschwindigkeit von 125 nm/min in 0,1 nm Intervallen 
bestimmt. Dazu wurde zu 5 ml phosphatgepuf fertem (20 mM, pH 7,3 
bis 7,5) P450 BM-3 Rohextrakt eine Spatelspitze Natriumdithionit 
und 10 ^il einer 0,1 prozentigen (w/v) waBrigen 
15 Methylviologen-Losung gegeben. Die abhangig von der P450 BM-3 
Konzentration tiefblaue bis blaugrune Probe wurde in zwei 
Fraktionen aufgeteilt* Eine der beiden Fraktionen wurde eine 
Minute lang mit CO begast, wobei Schaumbildung zu vermeiden ist, 
die andere dient als Referenz fur die dif f erenzspektroskopische 
20 Messung. 



b) Messung der Reduktase-Aktivitat 



Die Messungen wurden bei Raumtemperatur in 0,1 M 
Kaliumphosphatpuf fer pH 7,4 durchgef iihrt , wobei die 
Absorptionszunahme bei 550 nm mit e= 8,9 mM* 1 (Fulco et al. 1992) 
gemessen wurde. 1 ml Probe enthielten 50 nmol Cytochrom c (aus 
Pferdeherz), 100 nmol NADPH und eine aus Tabelle 6 ersichtlichen 
Menge P450 BM-3. Als Referenz diente dieselbe Probe vor 
NADPH-Zugabe. Die Losungen wurden frisch bereitet und bis zur 
Benutzung am selben Tag auf Eis gelagert. Zur Messung der 
Reduktaseaktivitat von P450 BM-3His6 wurde zur Cytochrome-c-Ii6sung 
nach funfminutiger Inkubation die NADPH-Losung gegeben. 

4. Protokolle zur Charakterisieruno von P450 BM-3 und/ oder P450 
BM-3 F87A 



Zur Messung der kinetischen Konstanten sowie der pH- und 
Temperaturstabilitat wurde gereinigtes P450 BM-3 F87A verwendet. 
Fiir alle anderen Bestimmungen wurde zentrif ugierter und 
filtrierter klarer Rohextrakt verwendet. Fiir alle Experimente 
wurden pro Ansatz 0,05-0,2 nmol P450 BM-3 oder P450 BM-3 F87A in 
einem Gesamtvolumen von 1 ml und 8 \il 5-15 mM pNCA-Losung 
verwendet. Mit Ausnahme der Losungsmittelversuche wurden 
Charakterisierungsexperimente in 1 ml Einweg-Plastikkiivetten 
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durchgefiihrt. Sofern nicht cinders beschrieben, wurden die 
Versuche bei Raumtemperatur durchgefiihrt. 

a) Bestiinmung der kinetischen Konstanten 

5 

Die kinetischen Konstanten wurden nach Zugabe von 792 \il Tris/HCl 
(pH 8,2, 0,2 M) und 100 \il P450 BM-3 zu 8 jil DMSO-Substratlosung 
unterschiedlicher Substratkonzentration ermittelt. Nach 
funfminutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Reaktion 
10 durch Zugabe von 100 fil 1 mM NADPH-Losung gestartet. 

b) Losungsmittelstabilitat von P450 BM-3 F87A 

Die Messung der Losungsmittelstabilitaten erfolgte in 
15 Glaskiivetten (Hellma, Modell 6040) , wobei Substrat statt in DMSO 
in Aceton, Dioxan, THF und Ethanol geldst wurde. Die Bestimmungen 
wurden entsprechend der bei den kinetischen Messungen 
beschriebenen Vorschrift durchgefiihrt; jedoch wurde in 
Unterschied dazu der Anteil des Puffers entsprechend der 
20 verwendeten Ldsungsmittelmenge variiert. 

c) pH-Stabilitat und Temperaturstabilitat von P450 BM-3 F87A 

Die Messung der pH-Stabilitat wurden bei 30 °C im Stratagene 
25 Robocycler (Modell gradient40) in diinnwandigen 0,5 ml 

PCR-ReaJctionsgefaBen (Stratagene) durchgefiihrt. Zu 0/1-0,2 nmol 
P450 BM-3 wurden 392 \il phosphatgepuf ferter Losung (50 mM, pH 
4-10) gegeben. Nach dem Inkubationszeitraum wurde die P450 BM-3 
Losung in eine Kuvette iiberfiihrt und 500 fxl Tris/HCl (0 r 3 M f pH 
8,2) und 8 |xl 12-pNCA (6 mM) hinzugegeben . Nach fiinfminiitiger 
Inkubation wurde die Reaktion mittels 100 |xl NADPH-Losung (1 mM) 
gestaxtet. Die Temperaturstabilitat wurde bei einem pH-Wert von 
7,5 unter den gleichen Bedingungen wie die pH-Stabilitat 
untersucht . 



30 



35 



40 



45 



d) EinfluB von Puf f ersalzkonzentrationen, Detergenzien, 
Proteaseinhibitoren, Thio-Verbindungen , Co(III)sepulchrat auf die 
P450 BM-3 F87A Aktivitat 

Die Auswirkungen dieser Verbindungen auf die P450 BM-3 F87A 
Aktivitat sind in Analogie zu den kinetischen Untersuchungen 
durchgefiihrt worden, wobei ein variierter Teil des Puffers durch 
die im selben Puf fersystem geldste Untersuchungssubstanz ersetzt 
wurde. 



e) Automatisierter Aktivitatsnachweis 
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Fur den automatisierten Aktivitatsnachweis von P450 BM-3 F87A 
wurden Mikrotiterplatten mit 96 Reaktionskammern (Greiner 
Frickenhausen, Deutschland) gewahlt. Das Gesamtreaktionsvolumen 
betrug 250 \il in einer Tris/HCl-Puf f er (0,1 M, pH 8,2) mit 18 
5 nmol 10- und 11-pNCA, 12 nmol 12-pNCA oder 10 nmol 15-pNCA, die 
in 2 r 2 \il DMSO gelost waren. Fur die Pipettierarbeiten wurde eine 
Biomek2000 Pipettierroboter (Beckman Instruments, Fullerton, USA) 
verwendet. Nach f iinfminutiger Inkubationszeit mit 0,02 nmol P450 
BM-3 F87A wurde die Reaktion gestartet durch Einspritzen von 25 
10 \xl einer waBrigen NADPH Losung (1 mM) in jede Reaktionskammer . In 
einem FluoStar-Mikrotiterplattenleser (BMG LabTechnology, 
Offenburg, Deutschland) wurde der Reaktionsablauf bei 4 05 nm ab- 
sorptiv verfolgt. 

15 f) wasserstof fperoxid-Untersuchungen 

Fiir Aktivitatsuntersuchungen wurde verfahren wie fiir die 
kinetischen Messungen beschrieben f nur daB statt NADPH variierte 
waBrige Wasserstof fperoxidmengen zugegeben wurden. 

20 

Bei den Stabilitatsuntersuchungen wurden 0, 05-0,1 nmol P450 BM-3 
F87A in Abwesenheit von pNCA-Substrat mit variierten 
Wasserstof fperoxidmengen fiinf Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 
Katalase (600 U) und einer weiteren fiinfminutigen Inkubationszeit 
25 wurden zur Reaktions losung 60 nmol 12-pNCA-Substrat pipettiert. 
Die Reaktion wurde fiinf Minuten spater durch Zugabe von 100 \il 
NADPH (1 mM) gestartet. 

g ) Zn-Mediator-Unter suchungen 

30 

Die Reaktionen wurden in einer Schiittelapparatur fiir 
Eppendorf-ReaktionsgefaB-Schiittler ( IKA-Labortechnik Vibrax mit 
Janke und Kunkel Aufsatz Typ VX2E) durchgef iihrt . Fiir 
Aktivitatsuntersuchiihgen wurd£ verf ahrerl wie f iir^ die* kinetischen 

35 Messungen beschrieben, nur wurden anstelle von NADPH variierte 
Mengen an Zink/Cobalt (III) sepulchrat benutzt. Nach variierten 
Zeitintervallen wurden 100 \il Probe der Reaktions suspension 
entnommen und in ein weiteres 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgef aB 
pipettiert, in dem zum Reaktionsstop 10 fil KOH (6 M) vorgelegt 

40 waren. Nach einminutiger Zentrif ugation bei 12000 g wurde der 
Uberstand abgenommen und die Absorption bei 410 nm gemessen. 

Beispiel 1: Klonierung, Expression und Reinigung von P450 BM-3 
und Mutanten im Gramm-MaBstab 

45 
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1. Klonieruna des P450 BM-3 Gens und der Mutan te P450 BM-3 F87A 
und deren Expression in 30-1-Fermentationen 

Das P450 BM-3 Gen wurde mittels PCR aus der genomischen DNA von 
5 Bacillus megaterium isoliert, mit Tags versehen und wie in Figur 
1 fur die pT-Plasmide gezeigt, in die Expressions vektoren 
pCYTEXPl und pASK-IBAICA kloniert . Zur Uberpriifung der korrekten 
Insertion des P450 BM-3 Gens, der mit unterschiedlichen Tags 
versehen P450 BM-3 Varianten und zur Uberpriifung der P450 BM-3 

10 F87A Punktmutante wurden die Sequenzierprimer R0_5 bis L7 

verwendet. Fur die PCR-Reaktionen nach dem Standard-Protokoll 
wurden fur das Wildtyp-Enzym die Primer Bl und B2, fiir die P450 
BM-3His 6 die Primer HI und H2, fiir P450 BM-3Glu 6 die Primer Gl 
und G2, fiir P450 BM-3Arg 6 die Primer Al und A2 und fiir P450 

15 BM-3Strep die Primer SI und S2 verwendet. Die Sequenzanalyse 
ergab keinerlei Mutationen fiir einen aus jeweils drei 
sequenzierten pT-USC0BM3- und pT-USClBM3-Plasmiden. Fiir 
pT-USC2BM3 und pT-USC3BM3 wurde nur mit Primer R7 die korrekte 
Insertion des Tags iiberpruft. Der sequenzierte pA-USC4BM3-Klon 

2° zeigte zwei Mutationen im Reduktaseanteil des P450 BM-3 Proteins. 
Die Express ionsrate des mit einem His6-Tag versehen P450 BM-3 in 
DH5a war mit Werten von 300 nmol pro Liter Fermenterbriihe um ca. 
20 % hoher als beim Wildtyp. Aufgrund dieser hoheren 
Express ions rate wurde pT-USC!BM3 zur Erhohung der Sensitivitat 

25 des pNCA-Tests an Position 87 durch Austausch eines Phenylalanins 
gegen Alanin mit den Stratagene QuikChange-Kit punktmutiert . 
Durch die PCR-Reaktion mit den Primern F87A1 und F87A2 enthalt 
PT-USC1BM3F87A an der Mutationsposition ohne weitere Veranderung 
der Proteinsequenz eine zusatzliche Eael-Restriktionsschnitt- 

30 stelle, die zur Selektion des zur Sequenzierung ausgewahlten 
Klons verwendet wurde. Diese zusatzliche Restriktionsschnitt- 
stelle fiihrt nach Restriktionsspaltung mit EaeX zum Auftreten 
einer neuen Bande bei ca. 800 bp in Spur 2 und einer gegeniiber 
dem Wildtyp-Verdau in Spur 1 deutlich kleineren Bande bei 1,7 

35 kbp. Nach Plasmidisolation wurden acht Klone mit Eael verdaut (2 
\il Sael-Puffer (lOx), 1 Eael 3,2 \il pT-USClBM3, ad 20 fil 
ddH 2 0, 1 h bei 37°C) . Ein Klon wurde sequenziert. Das 
pT-USClBM3F87A Plasmid besitzt in der Linker-Region an Position 
470 eine zusatzliche Mutation R470C. Auf eine Riickmutation wurde 

40 

verzichtet aufgrund der Lokalisation der Mutation R470C am Ende 
der Linker-Region, die den P450-Anteil des P450 BM-3 mit dem 
Reduktaseanteil verbindet und keinerlei EinfluB auf die P450 BM-3 
Aktivitat zeigt. 



2. Reiniouno von P450 BM-3 und P450 BM-3 F87A 
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Ziel war es, eine kostengiinstige, rasche und im praparativen 
Mafistab durchfiihrbare Methode zur Reinigung von P450 BM-3 und 
P450 BM-3 F87A zu entwickeln. Dazu wurde ein Arg6~, His6-r Glu 6 - 
und Strep-Tag an das C-terminale Ende von P450 BM-3 angefugt. Auf 
5 der Basis des Hi56- und Strep-Tag sollten Af f initatsreinigungen 
und auf Basis des Arg6- und Glu6-Tags chromatographiesche 
Reinigungen mit Ionenaustauschern entwickelt werden. Ein Einfugen 
eines Tags an das N-terminale Ende des P450 BM-3 Gens wurde wegen 
der Lokalisation des 

10 

N-Terminus im Bereich des f lexiblen Substrateingangskanals nicht 
in Betracht gezogen. Eine Modifikation in diesem Bereich wiirde 
mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer Anderung der P450 BM-3 
Aktivitat und Selektivitat fiihren. 

15 

2.1 Proteinre iniaunoen mit Af f initatschromatoaraphie 
a) P450 BM-3 mit His 6 -Tag 

20 Bei der P450 BM-3His 6 -Reinigung iiber Metallchelatchromatographie 
binden mehr als 95 % der auf getragenen 4 mg P450 BM-3 nicht an 
die 20 ml XK16/20-Af f initatssaule bei einem linearen 0-0,5 
molaren Imidazolgradienten (10CV). Die chromatographische 
Reinigung mit Zn 2+ -Ionen wurde nach dem Pharmacia-Standardproto- 

25 koll durchgefiihrt. Das wenige aufgereinigte P450 BM-3 zeigte im 
NADPH-Assay keine Aktivitat mehr. Die Ursache dieser Inhibierung 
konnte auf den EinfluB von Imidazol zuruckgef uhrt werden. 
Imidazol bewirkt ein Ablosen des fiinften Cysteinat-Liganden am 
katalytischen Ham-Zentrum. Diese Abdissoziation des fiinften 

30 Liganden vom Ham-System fuhrt zur sofortigen P450-Inaktivierung 
und zeigt sich im CO-Dif f erenzspektrum durch eine 

charakteristische Verschiebung des Absorptionsmaximums von 448 ran 
nach 420 nm. 

35 b) P450 BM-3 mit Strep-Tag 

Zur Auf reinigung wurden 8,2 mg P450 BM-3Strep verwendet. 
Vergleichbar den Ergebnissen der His 6 -Tag Reinigungen zeigte P450 
BM-3Strep keine Bindung an die Streptavidin-Af f initatsmatrix bei 
40 der Reinigung entsprechend dem READY TO USE KIT (IBA, Gottingen). 

c) P450 BM-3 mit Glu 6 -Tag 
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Ein Vergleich der linearen 0-1 M NaCl-Gradienten (12 CV, Tris/HCl 
Puffer (0,1 M, pH 8 r 0)) zeigte fur P450 BM-3Glu 6 bei Verwendung 
von Super 650M- und DEAE 650M-Anionenaustauschern keine 
Unterschiede im Elutionsverhalten zum Wildtyp-Enzym. 

5 

d ) SchluBf olgerungen 

Die Ergebnisse der Reinigung von P450 BM-3 mit His 6 -, Glu 6 - und 
Strep-Tag las sen darauf schliefien, daB das C-terminale Ende von 
10 P450 BM-3 nicht frei zuganglich an der Proteinoberf lache liegt 
und somit nicht fur Reinigungszwecke verwendbar ist. Ferner 
verursachte im Falle des His 6 -Tags die Elution mittels Ixnidazol 
eine rasche Proteininaktivierung durch Verdrangung des funf ten 
Liganden am Porphyrin-System. 

15 

2.2 AnionQnaugtauschchrpmatpgraphie 

Urn die Kosten zu minimieren, sollte eine effektive, 
kostengiinstige und zeitsparende Reinigungsmethode fur P450 BM-3 

20 entwickelt werden, die eine einfache MaBstabsvergroBerung 

erlaubt. Als Methoden zur P450 BM-3 Reinigung standen nach den 
Ergebnissen der Reinigung von P450 BM-3 mit Tags somit noch nur 
HlC-Materialien und Ionenaustauscher zur Verfugung. Die 
Entscheidung fiel zugunsten der Anionenaustauscher, die in der 

25 Kegel billiger sind und ein einfacheres Handling bieten. 

a) Linearer und Stuf engradient 

Um eine Anionenaustauschchromatographiemethode zu entwickeln 
30 wurden vier unterschiedlich starke Anionenaustauschermaterialien 
DEAE 650S (35 |uun) , DEAE 650M (65 fini) f SuperQ 650M (65 Jim) und 
QAE 550M (65 Jim) auf ihre Eignung hin untersucht. In ersten 
Experimenten wurde mit jedem Saulenmaterial ein 10-Saulen-Volumen 
(CV) langer linearer 0-1 M NaCl -Gradient zur Reinigung von 6-10 
35 mg P450 BM-3 Rohextrakt in einem Tris/HCl-Puf fer (0,1 M, pH 7, 8) 
aufgenommen. Xn alien Fallen betrug die Ausbeute 80-84 %. Die 
hochsten Proteinanteile im P450 BM-3 Elutionspeak zeigte das 
DEAE-Material , dicht gefolgt vom SuperQ- und QAE-Material . 

40 F ii r die weitere Verbesserung der Auf losung mittels gestufter 
Salzgradienten war die Fahigkeit des AKTAexplorer-Systems 
hilfreich f gleichzeitig Leitf ahigkeit und Absorption bei 280 nm 
und 417 nm auf zuzeichnen. Ein optimierter Zwei-Stuf en-Salzgra- 
dient fur die DEAE 650M Chromatographiesaule besitzt eine erste 

45 Stufe von 150 mM NaCl und eine zweite mit 250 mM NaCl. Die P450 
BM-3 Elution beginnt, wie aus den Leitf ahigkeitswerten des 
linearen NaCl-Salzgradienten ablesbar, bei einer Erhohung der 
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NaCl-Konzentration von 150 mM auf 170 mM. Die minimale obere 
Sal2stufe wurde zu 250 mM NaCl ermittelt; NaCl-Konzentrationen 
< 230 mM verursachen eine Verbreiterung des P450 BM-3 
E lut ions peaks f und NaCl-Konzentrationen > 300 mM fiihren zu einem 
5 deutlich schlechteren Reinigungsef fekt. Die Salzstufen wurden fiir 
die Chromatographiematerialien SuperQ 650M und QAE 550M in 
vergleichbarer Weise optimiert. 

Bin Vergleich des linearen DEAE 650M mit dem gestuften 
10 NaCl-Gradienten fiihrt zu einer Erhohung des P450 BM-3 

Proteinanteils im Elutionspeak von 39 % beim linearen, auf 84 % 
beim gestuften Gradienten. Vergleichbare Ergebnisse wurden mit 
dem SuperQ 650M Chromatographiematerial erreicht; das QAE 550M 
Chromatographiematerial zeigte deutlich schlechtere 
15 Reinigungsergebnisse. Bei den gestuften Reinigungsmethoden lagen 
die Ausbeuten in alien Fallen bei > 78 %; die hochsten Ausbeuten 
von 93 % an P450 BM-3 im Elutionspeak wurden mit DEAE 650S 
erzielt * 

20 Beispel 2: Entwicklung eines spektroskopischen Aktivitatsnachwei- 
ses fiir P450 BM-3 und P450 BM-3 F87A 

Ziel war es einen spektrometrischen oder f luorimetrischen Aktivi- 
tatsnachweis fiir P450 BM-3 zu entwickeln. Ein solcher Aktivitats- 
25 nachweis kann im Gegensatz zu Standardmethoden wie HPLC oder GC 
einfach automatisiert und somit zum Auffinden von weiteren P450 
BM-3 Enzymvarianten verwendet werden. 

Urn einen neuen Aktivitatsnachweis fiir P450 BM-3 zu entwickeln, 
30 wurden verschiedene Verbindungen, die am terminalen C-Atom der 
Carbons auren das Chromophor tragen, synthetisiert und auf ihre 
Eignung untersucht, 

Arbeit en yon Oliver et al. Biochemistry. (1997) , ; 36 ( 7) :1567 
35 zeigten fiir Laurinsaure und Myristinsaure als Substrat eine 
Verschiebung des Hydroxylierungsprof ils von P450 BM-3 von 
subterminalen Positionen zur terminalen Position, falls 
Phenylalanin an Position 87 durch Alanin ersetzt wurde. Zur 
Erhohung der Sensitivitat der pNCA-Nachweismethode wurde diese 
40 Punktmutation , wie in Material und Methoden beschrieben, 
eingefiigt und mittels Sequenzanalyse bestatigt. 

1. Nachweisprinzjp 



45 Figur 2 zeigt das Prinzip zu einem spektrometrischen 
Aktivitatsnachweis fiir terminal hydroxylierende 
Fettsaurehydroxylasen. Nach terminaler Hydroxy lierung entsteht 
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ein instabiles Halbacetal, das in die to-Oxycarbonsaure und das 
spektrometisch detektierbare Chromophor dissoziert. 

2. Nachveis der P450 BM-3 F87A Aktivitat mit PCA 

5 

a) Synthese der Phenoxycarbonsauren (PCA) 

Die PCA-Verbindungen wurden in einer einstufigen Synthese, wie in 
Referenzbeispiel 5 beschrieben, ausgehend von co-Bromcarbonsauren 
10 synthetisiert. Die Synthesen gelangen in Gesamtausbeuten zwischen 
76 und 78 %. Charakterisiert wurden die PCAs mittels 1 H-NMR r 
13 C-NMR und Schmelzpunktbestimmung. 

b) Wahl der Reaktionsbedingungen 

15 

Um die Phenolbildung spektroskopisch nachweisen zu konnen, bietet 
es sich an, die Absorption im Wellenlangenbereich zwischen 250 
und 280 nm zu messen ( Luchter-Wasy lewska 1996). Der geringe 
Extinktionskoef fizient am Absorptionsmaxium bei 274 nm von 

20 e=i090 M^cnr 1 , das unterschiedliche Absorptionsverhalten von 
NADPH und NADP+ in diesem Wellenbereich und die Bildung von 
Wasserstof fperoxid in ungekoppelten Reaktionen verhinderten 
jedoch eine kontinuierliche spektroskopische Messung der 
Phenolbildung. Aus diesen Grunden wurde der Merck-Phenol-Nachweis 

25 Kit, zur Quantifizierung der Produktbildung verwendet. Mit NADPH 
als Cofaktor ergaben sich bei Verwendung der P450 BM-3 Mutante 
F87A flir 12-PCA Umsatzgeschwindigkeiten von 640 eq/min und fiir 
11-PCA von 410 eq/min. 

30 3. Nachweis der P450 BM-3 und P 450 BM-3 F87A Aktivitat min 
pMCA-Syib^trateyi 

a) Synthese der p-Nitrophenoxycarbonsauren (pNCA) 

35 Die pNCA-Verbindungen wurden in einer neuen, dreistufigen 

Synthese, wie in Referenzbeispiel 5 beschrieben, ausgehend von 
o)-Bromcarbonsauren durch Veres terung, sich anschliefiender 
S n 2-Reaktion mit dem Natrium-p-Nitrophenolat und 
lipasekatalysierter Hydrolyse der Ester, synthetisiert. Die 

40 dreistufigen pNCA-Synthesen gelangen in Gesamtausbeuten zwischen 
61 und 69 %. Charakterisiert wurden die pNCAs mittels x H-NMR r 
13 C-NMR und Schmelzpunktbestimmung. 



b) Wahl der Reaktionsbedingungen 
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In Figur 2 ist das Reaktionsprinzip der Umsetzung von 
pNCA-Substraten durch P450 BM-3 und P450 BM-3 F87A beschrieben. 
Fiir die Aktivitatsmessungen muflten pH-Wert und Wellenlange des 
spektroskopischen Nachweissystems optimiert werden. Nur 
5 deprotoniertes p-Nitrophenolat (pKs-Wert 7,1) tragt zur gelben 
Farbe bei; fiir die Nachweisempf indlichkeit ware somit ein pH-Wert 
>9,1 (>99 % deprotoniert ) empf ehlenswert . Die pNCA-Verbindungen 
sind in stark alkalischen Losungen stabil, im Gegensatz zum P450 
BM-3 Protein, das bei pH 10 und 30°C inner halb von 5 min 80 % 
10 seiner Aktivitat verliert. Als Kompromifl zwischen 

Proteinstabilitat und Sensitivitat der Nachweismethode wurde ein 
pH-Wert von 8,1 bis 8,2 gewahlt. Berechnungen auf der Basis der 
Henderson-Hasselbalch-Gleichung zeigen, daft in diesem pH-Bereich 
90-92 % des umgesetzten p-Nitrophenols deprotoniert sind und zur 
15 gelben Farbe beitragen. Das Absorptionsmaximum von 

p-Nitro-phenolat liegt bei 400 nm. Bei dieser Wellenlange 
absorbieren jedoch auch das Ham-Zentrum und der Cofaktor NADPH. 
P450 BM-3 besitzt ein starkes Absorptionsverhalten zwischen 350 
und 450 nm, das in Abhangigkeit von Substratbindung und 
20 Oxidationsstufe des Eisens im katalytischen zentr\im stark 
schwankt. Das Absorptions spektrum von NADPH begrenzt den 
Wellenlangenbereich auf >390 nm. Die Wellenlange 410 nm wurde 
aufgrund der Reproduzierbarkeit letztendlich zur 
Aktivitatsmessung ausgewahlt. Falls die Sensitivitat des 
25 Nachweissystems nicht ausreichend ist, sollte bei Wellenlangen im 
Bereich von 400 nm gearbeitet werden. Unter den gewahlten 
Nachweisbedingungen (pH 8,2, 410 nm) wurde der 
Extinktionskoef fizient bestimmt zu e= 13200 M^cnr 1 . 

30 pNCAs besitzen nur eine geringe Wasserloslichkeit, so daB ein 
Losungsvermittler benotigt wird. Dazu kann DMSO ohne 
Beeinf lussung der P450 BM-3 F87A Aktivitat bis zu Konzentrationen 
von 1 % (v/v) zugegeben werden. 0,8 % (v/v) DMSO wurden deshalb 
als, Losungsvermittler. im Aktivitatsnachweissystem verwendet. 



Der Zeitbedarf des pNCA-Nachweissystems hangt stark von der 
verwendeten Enzymmenge ab. Falls nmol-Mengen an P450 BM-3 F87A im 
pNCA-Aktivitatsnachweis eingesetzt wurde, war 1 min zum 
Aktivitatsnachweis ausreichend. 

40 

c) Automatisierung des pNCA-Nachweises 

Fiir den Einsatz in einer HTS-Umgebung wurde der 
pNCA-Aktivitatsnachweis unter Benutzung einer Biomek2000 
45 Arbeitsstation und eines BMG FluoStar Mikrotiterplattenleser 
automatisiert . Unter Verwendung von P450 BM-3 und der Mutante 
F87A wurde in jeweils 16 Messungen mit den pNCA-Substraten 10-, 
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11-, 12- und 15-pNCA die Reproduzierbarkeit des Assaysystems 
untersucht. Bei den Gesamtabsorptionen gab es aufgrund von 
Pipettierungenauigkeiten Unterschiede urn den Faktor zwei bis 
vier, die Reaktivitatsunterschiede schwankten jedoch nur zwischen 
5 2 und 6 %. Die beste Reproduzierbarkeit wurde fiir die P450 BM-3 
F87A Mutante erzielt mit Abweichungen - 2 % und die schlechteste 
fiir den Wildtyp und 15-pNCA mit Abweichungen von bis zu 6 % vom 
Mittelwert aller Messungen. Ursachlich fiir die 

Genauigkeitsunterschiede sind die unterschiedliche Loslichkeit 
10 der pNC A- Substrate und verschiedene Umsatze in Abhangikeit von 
der Kettenlange. 

Die F87A Mutante setzt 12-pNCA vollstandig urn, wahrend das 
Wildtyp-Enzym nach 33 % stoppt. Die Ursache liegt vermutlich in 

15 subterminal hydroxy lierten 12-pNCA-Verbindungen, die nicht mehr 
oder nur noch langsam weiter umgesetzt werden. Fiir P450 BM-3 und 
P450 BM-3 F87A sind das pNCA-Kettenlangenprof il und der Umsatz 
aus co-Hydroxylierung der pNCAs, berechnet aus dem Quotienten von 
beobachteten zu gemessener Gelbf arbung der Losung in den 

20 folgenden Tabellen 4 und 5 zusammengef aBt . Zusatzlich wurden fiir 
P450 F87A die kinetischen Daten aus den Lineweaver-Burk-Diagram- 
men ermittelt. 



Tat>elle 4 
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114 


33 


15 


680 


61 


246 


35 



30 



35 



40 



anstatt des Ausdrucks nmol (Substrat ) /rvmol (P450) wird Equi- 
valence (eq) verwendet 
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5 



Kettenlange 
der pNCA- 
Verbindung 


P450 BM-3 
F87A 

^cat 
[ eq a /min ] 


[mM] 


[M 1 *min 1 ] 


10 


426 + 32 


42 + 8 


1.0*10 7 


11 


204 + 18 


69 + 7 


3.4*10 5 


12 


574 + 47 


6,2 + 0,3 


1.1*104 


15 


680 







a anstatt des Ausdrucks nmol (Substrat) /nmol (P450) wird 
Equivalente ( eq ) verwendet 



15 Beispiel 3: Neues Cofaktor- System fiir P450 BM-3 und P450 BM-3 
F87A 



Ein Haupthindernis der industriellen Nutzung von P450-Systemen 
sind die Kosten, die der Cofaktor NADPH verursacht. Zur Losung 
20 des Kostenproblems wurde ein alternatives Cof aktor-Konzept 
entwickelt, bei dem NADPH durch Zink und den Mediator 
Cobalt ( III ) sepulchrat ersetzt wurde; Zink dient als 
Elektronenquelle und Cobalt (III) sepulchrat als 
Elektronentransportsystem vom Zink zum P450 BM-3. 

25 

1. Nachweis der Reduktion von Cobalt fill 1 sepulchrat durch Zink 

Cobalt (III) sepulchrat besitzt unter Standardbedingungen ein 
Normalpotential von -0,54 V gegen eine Kalomel-Elektrode 

30 (Creaser et al., J. Am. Chem. Soc. (1977) 99: 3181). Es laBt 
sich, wie in Abbildung 3 gezeigt, mittels Zn-Staub in einem 
Tris/HCl-Puf fer (0,2 M, pH 8,2) innerhalb von Sekunden 
reduzieren. In Gegenwart von Luftsauerstof f in waBrigen Losungen 
wird es innerhalb weniger Minuten wieder zu Cobalt (III) sepulchrat 

35 oxidiert. 



2. Nachweis der P450 BM-3 F87A Aktivitat mit alternativem 
Cofaktor-Svstem 



40 2.1 pNCA-Ass^y 



Figur 4 zeigt die Umsetzung von 12-pNCA mittels des 
Zn/Cobalt(III)sepulchrat/P450 BM-3 F87A Systems. Bei einem 
Absorptionsmaximum von 0,8 nach 8 min zeigt das 
45 Zn/Cobalt( III) sepulchrat /P4 50 BM-3 F87A System eine gelbe Farbe, 
die einem 70%igen Umsatz entspricht. Innerhalb von 20 min 
verschwindet die durch p-Nitrophenolat verursachte gelbe Farbe 
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vollig; der Restabsorptionswert von 0/15 stammt vom Mediator. 
Kontrollexperimente zeigten, da£ Zn-Pulver die Nitrogruppe von 
p-Nitrophenolat im Tris/HCl-Puf fer (pH 8,2, 50 mM, 0,25 M KCl) 
reduziert. Weitere Kontrollexperimente zeigten, daB 
5 Wasserstoffperoxid keinen oxidativen Einf luB auf p-Nitrophenolat 
und pNCAs hat. 

In Figur 5 sind die beschriebenen Elektronentransf erwege von Zn 
iiber den Mediator zum P450 BM-3 und der Substratumsetzung unter 
10 Beriicksichtigung des verkiirzten Wasserstof f peroxid-Reaktionswegs 
( "shunt-pathway" ) dargestellt . 

2.2 PCA-Assay 

15 Aufgrund der Reduktion von p-Nitrophenol durch Zink in einem 
Tris/HCl-Puf fer wurde 12-pNCA durch 12-PCA ersetzt. Der 
Phenolnachweis erfolgte mittels des Merck-Phenolnachweis-Kits bei 
495 nm. Ein direkter photometrischer Phenolnachweis bei 274 nm 
ist aufgirund des Absorptionsverhaltens des oxidierten und 

20 reduzierten Cobalt ( III )sepulchrat nicht moglich. Figur 6 

verdeutlicht fur 12-PCA als Substrat eine im Vergleich zu 12-pNCA 
langsame Entfarbung (Figur 4). Als Ursache fur die 
Absorptions abnahme konnte Wasserstoffperoxid identif iziert 
werden, das durch reduziertes Cobalt ( II )sepulchrat in 

25 Nebenreaktionen durch Reduktion von Luf tsauerstof f in wafirigen 
Losungen gebildet wird. Ferner tritt Wasserstof fperoxid-Bildung 
bei P450-Systemen infolge von ungekoppelten Reaktionen als 
Nebenreaktionsprodukt immer auf. Aus letzterem Grund wurde eine 
weitere Optimierung der PCA-Reaktionsbedingungen nicht weiter 

30 verfolgt. 

In Gegenwart von 600 U Katalase erfolgt 7 wie in Figur 6 gezeigt r 
die Absorptions abnahme bei 495 nm deutlich langsamer. 

35 3.1 PufferzujSfrmmensetzuy>q 

Urn die Entfarbung der Losung durch die Reduktion von 
p-Nitrophenolat mittels Zink zu vermeiden, wurde zunachst 
erf olglos die KCl-Konzentration und der pH-Wert im Rahmen der 

40 P450 BM-3 F87A Stabilitat variiert (6 f 5-8 r 5). Erfolgreich, wie in 
Figur 7 gezeigt, kann die Reduktion von p-Nitrophenol durch Zink 
mittels Zusatzen an Kaliumphosphat-Puf f er verhindert werden. Ab 
einem Kaliumphosphatanteil ^ 10 % wird p-Nitrophenol nur noch in 
geringem AusmaB (^10 %) durch Zn reduziert und bei einer 1:1 

45 Mischung ist selbst nach 14 h keine weitere Reduktion mehr 
feststellbar (nicht abgebildet). Wie in Figur 7 gezeigt, 
verringert sich der Anteil an reduziertem Co( II ) sepulchrat im 
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Mischungsbereich bis zu 20 % Kaliumphosphat zunachst deutlich um 
ca. -25 %, um dann zwischen 20 und 70 % (v/v) 

Kaliumphosphat-Anteil konstant zwischen 60 bis 70 % zu verharren. 
Die im Vergleich zum Tris/HCl-Puf fersystem geringere 
5 Verfiigbarkeit an reduziertem Cobalt ( II ) sepulchrat fiihrt zu einem 
Aktivitatsverlust von ca. 15 %. 

Aus obigen Ergebnissen wurde fiir die weiteren Optimierungen eine 
1:1 Mischung beider Puffer losungen verwendet. 



3.2 Einflufl der Mediatorkonzent ration auf den Umsatz und die P450 
BM-3 F87A Aktivitat 

Figur 8A zeigt den EinfluB des Cobalt (III) sepulchrat Mediators 
15 auf die P450 BM-3 Aktivitat im NADPH-Assay bei variierten 

Mediatorkonzentrationen . Bei Cobalt ( III ) sepulchrat -Konzentratio- 
nen 2 5 nM bildete sich wahrend des Reakt ions abl auf s ein 
kolloidaler Niederschlag, der vor Absorptionsmessung mittels 
Zentrifugation abgetrennt wurde. Fiir Umsetzungen mit dem 
20 zink/Cobalt(III)sepulchrat-System ist eine optimale 

Cobalt ( III ) -sepulchrat-Konzentr at ion im Bereich von 0,5-0,75 mM 
pro 0,072 nmol P450 BM-3 F87A vorhanden. Wie in Figur 8B gezeigt, 
inhibiert Cobalt (III) sepulchrat bis zu Konzentrationen 2; 0,5 xnM 
P450 BM-3 F87A selbst in Abwesenheit von Substrat nur 
25 geringfiigig. Der Inhibierungsgrad bleibt bei variierten 

Inkubationszeiten konstant und hangt nur vom Konzentrationsver- 
haltnis Cobalt ( III ) sepulchrat zu P450 BM-3 F87A ab. 

3.3 Zn-Konzentration 

30 

Die Abhangigkeit des Umsatzes von 0,072 nmol P450 BM-3 F87A von 
der eingesetzten Zinkpulvermenge ist in Figur 9 gezeigt. Ein 
optimaler Umsatz wurde im Bereich von 20 bis 40 mg Zink pro 
Milliliter Reaktionslosung erzielt.. Fur die. Umsatzruckgange. bei 
35 50 undlOO mg war vermutlich eine abnehmende 

Sauerstof fkonzentration in der Reaktionslosung durch zunehmende 
mediatorkatalysierte Wasserstof fperoxidbildung verantwortlich. 

Ein Ersatz von Zinkpulver durch Zinkgranalien ftihrte selbst bei 
40 Verwendung von lOOfach erhohten Mengen nur zu sehr geringen 
Umsatzgeschwindigkeiten (Faktor >20 geringer) . 

3.4 EinfluB der H 2 0 2 -Konzentration 



10 



Um den Anteil den Wasserstof fperoxid iiber den 'shuntA 
Reaktionsweg zur 12-pNCA- Umsetzung durch P450 BM-3 F87A 
beitragt, zu bestimmen, wurden 12-pNCA und P450 BM-3 F87A mit 
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variierten Wasserstof f peroxid-Konzentrationen inkubiert, Im 
Bereich von 8-20 fiM Wasserstof fperoxid wird bei vergleichbaren 
P450 BM-3 F87A Aktivitaten nach einer Minute bei einem 
20-25%igen Urns at z eine Plateau erreicht, unabhangig von der Was- 
5 serstof f peroxid-Konzentration . Die weitere Zugabe von NADPH im 
UberschuB (100 \M) zeigt, daB P450 BM-3 F87A durch 
Wasserstof fperoxid nicht vollstandig inaktiviert wird. Die 
Restaktivitaten sind bei geringen wasserstof fperoxid-Konzentra- 
tion hoch und sinken mit zunehmender Wasserstof fperoxid-Konzen- 
10 tration (nicht gezeigt). 

Urn die Stabilitat von P450 BM-3 gegentiber Wasserstof fperoxid zu 
bestimmen, wurde P450 BM-3 F87A in Abwesenheit von Substrat 
(12-pNCA) 5 min mit variierten Wasserstof fperoxid-mengen 
15 inkubiert. Nach Zugabe von Katalase (600 U) und 60 nmol Substrat 
wurden die Umsatzgeschwindigkeiten unter Verwendung von NADPH als 
Elektronendonor bestimmt. 

Wie in Figur 10 gezeigt, inhibieren in Abwesenheit von Substrat 
20 bereits Wasserstof f peroxid-Konzentrationen im 5 fiM-Bereich die 
P450 BM-3 F87A Aktivitat deutlich. Als Konsequenz ergibt sich 
hieraus fiir einen P450 BM-3 F87A Enzym-Membran-Reaktor # bei 
moglichst hohen Substratkonzentrationen zu arbeiten und die 
Wasserstof fperoxidbildung durch Katalase- oder 
25 Anti-Oxidant-Zugabe zu minimieren. 

Beispiel 4: Aktivitatstest mit weiteren P450 BM-3 Mutanten 

Analog Beispiel 2 wurden weitere BM-3 Mutanten sowie das Wildtyp- 
30 Enzym (WT) auf Aktivitat gegenuber pNCA-Derivaten verschiedener 
Kettenlange getestet. Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle 6 
zusammengef asst : 



Tabelle 6 



35 



Spezifische Aktivitat einzelner P450 BM-3 Mutanten fiir pNCAs 
verschiedener Kettenlange 



40 





WT 


F87A 


L188K 


V26T 


R47F 


S72G 


A74G 


M354T 


15-pNCA 


405 1 


410 


288 


519 


258 


439 


474 


560 


12-pNCA 


141 


284 


316 


555 


233 


596 


517 


480 


10-pNCA 


339 


92 


207 


106 


52 


150 


103 


171 


8-pNCA 


15 


2 


69 


16 


13 


3 


6 


4 



1 Spezifische Aktivitat: nmol/min/nmol P450. 
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Patentanspriiche 

1. Elektronendonor system fur die Ubertragung von Elektronen auf 
Enzyme mit Redox-Eigenschaften, dadurch gekennzeichnet, daB 
das System eine anorganische, nicht elektrodengebundene 
Elektronenquelle und einen Mediator umfaBt, der zur 
Ubertragung von Elektronen von der Elektronenquelle auf das 
Enzym befahigt ist. 

2. Elektronendonorsystem nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Enzym ein Cytochrom P450-haltiges 
Enzym ist. 

15 3. Elektronendonorsystem nach Anspruch 2, dadurch 

gekennzeichnet, daB das Enzym eine Monooxygenase (E.G. 
1.14.-.-) ist. 

4. Elektronendonorsystem nach einem der vorhergehenden 

20 Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB der Mediator ein 

Standard-Normalpotential im Bereich von weniger als etwa -0,4 
V besitzt. 

5. Elektronendonorsystem nach einem der vorhergehenden 
25 Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB der Mediator 

ausgewahlt ist unter Kobalt (Ill)sepulchrat, Methylviologen, 
Neutralrot, Riboflavin, Rutheniumtriacetat, FMN und FAD. 

6. Elektronendonorsystem nach einem der vorhergehenden 

30 Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Elektronenquelle 

ein Metall mit einem niedrigeren Standard-Normalpotential als 
der Mediator ist. 

7 . Elektronendonorsystem nach Anspruch 6 , dadurch 

35 gekennzeichnet, daB die Elektronenquelle metallisches Zink 

ist. 

8. Elektronendonorsystem, nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, ausgewahlt unter den Systemen: 

40 

- Zn/Kobalt (Ill)sepulchrat und 

- Z n/Neutr air ot . 

45 9. Verfahren zur enzymatischen Ubertragung von Sauerstoff auf 

ein Kohlenwasserstof f-haltiges Wasserstof f donor-Molekiil , da- 
durch gekennzeichnet, daB man das Wasserstof f-Donormolekiil in 
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einem Reaktionsmedium, umfassend das Sauerstoif-iibertragenden 
Enzym und ein Elektronendonor system nach einem der Anspriiche 
1 bis 8, in Gegenwart von Sauerstoff unter Reaktionsbedingun- 
gen inkubiert. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , dafl das 
Wasserstof f-Donormolekul ausgewahlt ist unter Verbindungen 
der Forme 1 



R fur einen Alkylrest mit 8 oder mehr Kohlenstof f atomen 
steht , und 

X fur eine polare, zur Ausbildung von Wasserstof fbriicken 
befahigte Gruppe, vorzugsweise eine Carboxy-, Amid-, 
Nitril-, Sulfat-, Sulfon-, Amin- oder Hydroxygruppe , 
steht* 

11. Verfahren zur enzymatischen Herstellung terminal oder subter- 
minal (Position co-1 bis co-4) hydroxylierter Fettsauren, da- 
durch gekennzeichnet, daB man 

a) eine hydroxy lierbare Fettsaure oder Fettsaurederivat in 
Gegenwart eines Elektronendonor systems nach einem der An- 
spriiche 1 bis 8 mit einer Cytochrom P450 Monooxygenase 
und Sauerstoff umsetzt; und 

b) das (die) hydroxy lierte ( n ) Produkt(e) isoliert. 

12. Verfahren nach Anspruch 11 , dadurch gekennzeichnet. dafl das 
co-hydroxylierbare Fettsaurederivat ausgewahlt ist unter ter- 
minal gesattigten, verzweigten oder unverzweigten Fettsauren 
mit mehr als 10 Kohlenstof f atomen, insbesondere C12 - 
C 30 -Fettsauren . 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Enzym eine Cytochrom P450 Monooxyge- 
nase ist, ausgewahlt unter: 

a) dem aus Bacillus megaterium (DSM 32T) isolierbaren wild- 



R-X 



worin 



typenzym; oder 
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b) einer durch Aminosauresubstitution in wenigstens einer 
der Positionen 26, 47, 72, 74, 87, 188 und 354 
erhalt lichen Mutanten des Wildtypenzyms (SEQ ID NO: 35 ) . 



5 14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , dafl eine 
Einfachmutante eingesetzt wird, die ausgewahlt ist unter 
F87A, F87V, L188K, V26T, R47F, S72G, A74G und M354T. 



15. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
10 Mutante in Position 87 die Mutation F87A oder F87V und wenig- 

stens eine weitere der folgenden Mutationen aufweist: L188K, 
A74G, R47F und V26T. 



16. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 15, dadurch 
15 gekennzeichnet, dafl das Elektronendonor system 

Zink/Co(III)sepulchrat ist. 

17. Verfahren nach einem der Ansprtiche 11 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, dafl man zumindest Stufe a) in Gegenwart von 

20 Chloridionen durchfiihrt. 



18. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, dafl man zumindest Stufe a) in Gegenwart eines 
Wasserstof fperoxyd-spaltenden Enzyms durchfiihrt. 

25 

19. Bioreaktor zur Verwendung bei der Herstellung 
co-hydroxylierter Fettsauren, gekennzeichnet durch 
immobilisierte Monooxygenase und ein Elektronendonor system 
nach einem der Anspruche 1 bis 8 im f lussigen 

30 Reaktionsmedium. 

20. Nachweisverfahren fur Fettsaure-Monooxygenasen, dadurch 
gekennzeichnet, dafl man 



35 a) einen Analyten, in dem man Enzymaktivitat vermutet, mit 

einer (o-hydroxylierbaren Fettsaure oder Fettsaurederivat, 
welche(s) einen terminalen, abspaltbaren Chromophor oder 
Fluorophor tragt, in Gegenwart eines Elektronendonor sy- 
stems nach einem der Anspruche 1 bis 8 inkubiert; und 

40 

b) die Abspaltung des Chromophors oder Fluorophors 
qualitativ oder quantitativ bestimmt. 



45 
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21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet , dafi man 
die Umsetzung in Gegenwart eines Wasserstof f peroxyd-spal ten- 
den Enzyms und gegebenenf alls in Gegenwart von Chloridionen 
durchf iihrt . 

5 

22. Testkit, umfassend ein Elektronendonor system nach einem der 
Anspriiche 1 bis 8. 

10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 
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PCR-Reaktion 
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V 



Restriktionsverdau mit BamHI 
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BamHI 



EcoRI BamHI 
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Ligation 
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instabiles HaJbacctal 
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Dissoziation 
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n.=7,8 PCA 
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SEQUENZ PROTOKOLI* 



<110> BASF Aktiengesellschaft 

' <120> Elektronendonorsystem fiir Enzyme und dessen Anwendung 
bei der biochemischen Umsetzung von Substraten 

<130> M/40076 

10 <140> 
<141> 

<160> 35 

lg <170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 36 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid fiir genomlsche Bacillus 
megaterium-DNA 

<400> 1 

gtgaaagagg gatcccatga caattaaaga aatgcc 36 



<210> 2 
30 <211> 38 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

2^ <223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid fiir genomische Bacillus 
megaterium-DNA 

<400> 2 

gcctcttgga tccttaccca gcccacacgt cttttgcg 38 

40 

<210> 3 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 



20 



45 



<220> 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



BEST AVAILABLE COPY 



WO 01/07573 ^ „ PCT/EP00/07251 



a^er kiinst lichen Sequenz: Primer tur 



<223> Beschreibun^^er kiinstlichen Sequenz: Primer Tur 
Sequenzierung 

<400> 3 
5 gtacgtgatt ttgcaggag 



19 



<210> 4 
<211> 20 
<212> DNA 
10 <213> Kiinstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fur 
Sequenz ierung 

15 <400> 4 

ggctatcatg cgatgatggt 20 



<210> 5 

20 <211> 19 

<212> DNA 

<213> Kiinst liche Sequenz 



25 



<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fur 
Sequenzierung 

<400> 5 

cccagcttat gatgaaaac 19 

30 

<210> 6 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fur 
Sequenz ierung 

<400> 6 

40 ggaaaagatc cagaaacggg 20 



35 



<210> 7 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



BEST AVAILABLE COPY 



WO 01/07573 ^ PCT/EP00/07251 



na^aer kiinstlichen Sequenz: Primer fii 



<223> Beschreibun^^ier kiinstlichen Sequenz: Primer fur 
Sequenzierung 

<400> 7 

gtcggcatgg tcttaaacg 19 



<210> 8 

<211> 20 

<212> DNA 

10 <213> Kiinstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer flir 
Sequenzierung 

15 

<400> 8 

attcctcagc ttcaccgtga 20 



<210> 9 
20 <211> 19 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fur 
Sequenzierung 

<400> 9 

cttggcggta ttccttcac 19 



30 



35 



<210> 10 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fur 

Sequenz ier ung 
<400> 10 

atttgcaccg caggtcgcaa 20 



40 



45 



<210> 11 
<211> 17 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



BEST AVAILABLE COPY 
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4 



<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fur 
Seguenzierung 

<400> 11 

g ctgggctact acgtatc 17 

<210> 12 
<211> 20 
<212> DNA 
10 <213> Kiinstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fur 
Sequenz ierung 

15 

<400> 12 

ttcaatttgt cgacagcgcc 20 



<210> 13 

20 <211> 19 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 



25 



<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fur 
Sequenzierung 

<400> 13 

gaaggagatc atttaggtg 19 

30 

<210> 14 
<211> 20 
<212> DNA 

<213?> Kiinstliche, Sequenz , 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fur 
Sequenzierung 

<400> 14 

40 tcgcgcaatg gctgctaaaa 20 



35 



45 



<210> 15 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



# 
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• w 

<223> Beschreibun^^ier kiinstlichen Sequenz: Primer fur 
Sequenzierung 

<400> 15 

g cgatttcttc atcacctc 18 



<210> 16 
<211> 20 
<212> DNA 
10 <213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fur 
Sequenzierung 

15 <400> 16 

crtgccaaaag accctgaaac 20 



<210> 17 
20 <211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



25 



<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fiir 
Sequenz ierung 

<400> 17 

accatcatcg catgatagcc 20 

30 <210> 18 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
35 <220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fiir 
Sequen z ierung 

<400> 18 

cccgtttctg gatcttttcc 20 

40 

<210> 19 

<211> 20 

<212> DNA 

. _ <213> Kiinstliche Sequenz 
45 
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<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fiir 
Sequenzierung 

<400> 19 

tcacggtgaa gctgaggaat 20 



<210> 20 
<211> 20 
10 <212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fiir 
^ Sequenzierung 

<400> 20 

ttgcgacctg cggtgcaaat 20 



20 <210> 21 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
25 <220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fiir 
Sequenz ierung 

<400> 21 

ggcgctgtcg acaaattgaa 20 

30 

<210> 22 
<211> 20 
<212>- DNA- 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fiir 
Sequenzierung 

40 <400> 22 

ttttagcagc cattgcgcga 20 



<210> 23 

45 <211> 20 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
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<223> Beschreibung der kiinstlichen Seguenz: Primer fur 
Sequenz ierung 

<400> 23 

gtttcagggt cttttggcag 20 



<210> 24 

<211> 36 

10 <212> DNA 

<213> Kiinstliche Seguenz 



15 



<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Seguenz: 
Oligonukleotid fiir Tag am C-Terminus 

<400> 24 

gtgaaagagg gatcccatga caattaaaga aatgcc 36 



20 <210> 25 
<211> 42 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Seguenz 
25 <220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Seguenz: 
Oligonukleotid fiir Tag am C-Terminus 

<400> 25 

cggaattctt aacgacgacg acgacgacgc ccagcccaca eg 42 

30 

<210> 26 
<211> 36 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Seguenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Seguenz: 
Oligonukleotid fiir Tag am C-Terminus 

40 <400> 26 

gtgaaagagg gatcccatga caattaaaga aatgcc 36 



35 



<210> 27 

45 <211> 42 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Seguenz 
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<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid fiir Tag am C-Terminus 

<400> 27 

cggaattctt attcttcttc ttcttcttcc ccagcccaca eg 42 



<210> 28 

<211> 36 

10 <212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid fiir Tag am C-Terminus 

<400> 28 

gtgaaagagg gatcccatga caattaaaga aatgee 36 



20 <210> 29 
<211> 42 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 



25 



<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid fiir Tag am C-Terminus 

<400> 29 

egcaattett aatgatgatg atgatgatgc ccagcccaca eg 42 

30 

<210> 30 
<211> 38 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid fiir Tag am C-Terminus 

40 <400> 30 

gtctcagcgt gagaccccca gcccacacgt ettttgee 38 



35 



45 



<210> 31 
<211> 36 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
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<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequen2: 
Oligonukleotid fur Tag am C-Terminus 

<400> 31 

gtgaaagagg tctccaatga caattaaaga aatgcc 36 



<210> 32 

<211> 34 

10 <212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fur 

15 P450 BM-3 Punktmutante F87A 

<400> 32 

gcaggagacg ggttggccac aagctggacg catg 34 



20 <210> 33 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 



25 



30 



<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fur 
P450 BM-3 Punktmutante F87A 

<400> 33 

catgcgtcca gcttgtggcc aacccgtctc ctgc 34 

<210> 34 
<211> 3150 
<212> DNA 

<213> Bacillus, megaterium. 



35 



<220> 
<221> CDS 
<222> (4). .(3150) 

<400> 34 

40 atg aca att aaa gaa atg cct cag cca aaa acg ttt gga gag ctt aaa 48 

Thr lie Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys 

15 10 15 



45 



aat tta ccg tta tta aac aca gat aaa ccg gtt caa get ttg atg aaa 96 

Asn Leu Pro Leu Leu Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin Ala Leu Met Lys 

20 25 30 

att gcg gat gaa tta gga gaa ate ttt aaa ttc gag gcg cct ggt cgt 144 
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He Ala Asp Glu Leu Gly Glu He Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg 
35 40 45 

gta acg cgc tac tta tea agt cag cgt eta att aaa gaa gca tgc gat 192 
5 Val Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu He Lys Glu Ala Cys Asp 
50 55 60 

gaa tea cgc ttt gat aaa aac tta agt caa gcg ctt aaa ttt gta cgt 240 

Glu Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg 

65 70 75 

10 

gat ttt gca gga gac ggg tta ttt aca age tgg acg cat gaa aaa aat 288 

Asp Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn 

80 85 90 95 

15 tgg aaa aaa gcg cat aat ate tta ctt cca age ttc agt cag cag gca 336 
Trp Lys Lys Ala His Asn He Leu Leu Pro Ser Phe Ser Gin Gin Ala 
100 105 110 

atg aaa ggc tat cat gcg atg atg gtc gat ate gee gtg cag ctt gtt 384 
Met Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp He Ala Val Gin Leu Val 
20 115 120 125 

caa aag tgg gag cgt eta aat gca gat gag cat att gaa gta ccg gaa 432 

Gin Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His He Glu Val Pro Glu 
130 135 140 

25 

gac atg aca cgt tta acg ctt gat aca att ggt ctt tgc ggc ttt aac 480 

Asp Met Thr Arg Leu Thr Leu Asp Thr He Gly Leu Cys Gly Phe Asn 
145 150 155 

tat cgc ttt aac age ttt tac cga gat cag cct cat cca ttt att aca 528 
30 Tyr Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe He Thr 
160 165 170 175 

agt atg gtc cgt gca ctg gat gaa gca atg aac aag ctg cag cga gca 576 
Ser, Met Val Arg Ala Leu Asp Glu Ala Met Asn, Lys Leu Gin Arg Ala 
180 185 190 

aat cca gac gac cca get tat gat gaa aac aag cgc cag ttt caa gaa 624 
Asn Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu 
195 200 205 

40 gat ate aag gtg atg aac gac eta gta gat aaa att att gca gat cgc 672 
Asp He Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys He He Ala Asp Arg 
210 215 220 

aaa gca age ggt gaa caa age gat gat tta tta acg cat atg eta aac 720 
45 Lys Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn 
225 230 235 

gga aaa gat cca gaa acg ggt gag ccg ctt gat gac gag aac att cgc 768 



35 
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Gly Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu Asn lie Arg 
240 245 250 255 

tat caa att att aca ttc tta att gcg gga cac gaa aca aca agt ggt 816 
Tyr Gin lie He Thr Phe Leu He Ala Gly His Glu Thr Thr Ser Gly 
260 265 270 

ctt tta tea ttt gcg ctg tat ttc tta gtg aaa aat cca cat gta tta 864 
Leu Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val Lys Asn Pro His Val Leu 
275 280 285 

10 

caa aaa gca gca gaa gaa gca gca cga gtt eta gta gat cct gtt cca 912 
Gin Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro 
290 295 300 



15 



age tac aaa caa gtc aaa cag ctt aaa tat gtc ggc atg gtc tta aac 960 
Ser Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn 
305 310 315 



gaa gcg ctg cgc tta tgg cca act get cct gcg ttt tee eta tat gca 1008 
Glu Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala 
20 320 325 330 335 

aaa gaa gat acg gtg ctt gga gga gaa tat cct tta gaa aaa ggc gac 1056 
Lys Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp 
340 345 350 

25 

gaa eta atg gtt ctg att cct cag ctt eac cgt gat aaa aca att tgg 1104 
Glu Leu Met Val Leu He Pro Gin Leu His Arg Asp Lys Thr He Trp 
355 360 365 

gga gac gat gtg gaa gag ttc cgt cca gag cgt ttt gaa aat cca agt 1152 
30 Gly Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser 
370 375 380 

gcg att ccg cag cat gcg ttt aaa ccg ttt gga aac ggt cag cgt gcg 1200 
Ala He Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe. Gly Asn Gly Gin Arg Ala 
35 385 390 395 

tgt ate ggt cag cag ttc get ctt cat gaa gca acg ctg gta ctt ggt 1248 
Cys He Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly 
400 405 410 415 

40 atg atg eta aaa cac ttt gac ttt gaa gat cat aca aac tac gag ctg 1296 
Met Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu 
420 425 430 

gat att aaa gaa act tta acg tta aaa cct gaa ggc ttt gtg gta aaa 1344 
. Asp He Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys 
435 440 445 

gca aaa teg aaa aaa att ccg ctt ggc ggt att cct tea cct age act 1392 
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# + 

Ly^Ile Pro Leu Gly Gly lie Pro SerT>: 



Ala Lys Ser Lys Ly^Tle Pro Leu Gly Gly lie Pro SerT>ro Ser Thr 
450 455 460 



gaa cag tct get aaa aaa gta cgc aaa aag gca gaa aac get cat aat 1440 
Glu Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn 
465 470 475 



acg ccg ctg ctt gtg eta tac ggt tea aat atg gga aca get gaa gga 1488 

Thr Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly 
480 485 490 495 

acg gcg cgt gat tta gca gat att gca atg age aaa gga ttt gca ccg 1536 

Thr Ala Arg Asp Leu Ala Asp lie Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro 
500 505 510 



^ cag gtc gca acg ctt gat tea cac gec gga aat ctt ccg cgc gaa gga 1584 
Gin Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly 
515 520 525 



get gta tta att gta acg gcg tct tat aac ggt cat ccg cet gat aac 1632 
Ala Val Leu lie Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn 
20 530 535 540 



gca aag caa ttt gtc gac tgg tta gac caa gcg tct get gat gaa gta 1680 
Ala Lys Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val 
545 550 555 

aaa ggc gtt cgc tac tec gta ttt gga tgc ggc gat aaa aac tgg get 1728 
Lys Gly Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala 
560 565 570 575 



act acg tat caa aaa gtg cct get ttt ate gat gaa acg ctt gee get 1776 
30 Thr Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe lie Asp Glu Thr Leu Ala Ala 

580 585 590 



35 



aaa ggg gca gaa aac ate get gac cgc ggt gaa gca gat gca age gac 1824 

Lys Gly Ala Glu Asn lie Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp 
595 600 605 

gac ttt gaa ggc aca tat gaa gaa tgg cgt gaa cat atg tgg agt gac 1872 

Asp Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp 
610 615 620 



40 gta gca gec tac ttt 
Val Ala Ala Tyr Phe 
625 

tct act ctt tea ctt 
Ser Thr Leu Ser Leu 
640 



aac etc gac att gaa aac 
Asn Leu Asp lie Glu Asn 
630 

caa ttt gtc gac age gec 
Gin Phe Val Asp Ser Ala 
645 650 



agt gaa gat aat aaa 1920 

Ser Glu Asp Asn Lys 

635 

gcg gat atg ccg ctt 1968 
Ala Asp Met Pro Leu 
655 



gcg aaa atg cac ggt gcg ttt tea acg aac gtc gta gca age aaa gaa 2016 
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CT^Ala Phe Ser Thr Asn Val Val K1^S< 



Ala Lys Net His G17 Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Al^ser Lys Glu 
660 665 670 

ctt caa cag cca ggc agt gca cga age acg cga cat ctt gaa att gaa 2064 

5 Leu Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu He Glu 
675 680 685 

ctt cca aaa gaa get tct tat caa gaa gga gat cat tta ggt gtt att 2112 

Leu Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Gin Glu Gly Asp His Leu Gly Val He 
690 695 700 

10 

cct cgc aac tat gaa gga ata gta aac cgt gta aca gca agg ttc ggc 2160 

Pro Arg Asn Tyr Glu Gly He Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly 

705 710 715 

eta gat gca tea cag caa ate cgt ctg gaa gca gaa gaa gaa aaa tta 2208 

Leu Asp Ala Ser Gin Gin He Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu 
720 725 730 735 

get cat ttg cca etc get aaa aca gta tec gta gaa gag ctt ctg caa 2256 

Ala His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin 
20 740 745 750 

tac gtg gag ctt caa gat cct gtt acg cgc acg cag ctt cgc gca atg 2304 

Tyr Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met 
755 760 765 

25 

get get aaa acg gtc tgc ccg ccg cat aaa gta gag ctt gaa gee ttg 2352 

Ala Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His Lys Val Glu Leu Glu Ala Leu 
770 775 780 

ctt gaa aag caa gee tac aaa gaa caa gtg ctg gca aaa cgt tta aca 2400 

30 Leu Glu Lys Gin Ala Tyr Lys Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leu Thr 

785 790 795 

atg ctt gaa ctg ctt gaa aaa tac ccg gcg tgt gaa atg aaa ttc age 2448 

Met Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser 
35 800 805 810 815 

gaa ttt ate gee ctt ctg cca age ata cgc ccg cgc tat tac teg att 2496 

Glu Phe He Ala Leu Leu Pro Ser He Arg Pro Arg Tyr Tyr Ser He 
820 825 830 

40 tct tea tea cct cgt gtc gat gaa aaa caa gca age ate acg gtc age 2544 

Ser Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser He Thr Val Ser 
835 840 845 

gtt gtc tea gga gaa gcg tgg age gga tat gga gaa tat aaa gga att 2592 
Val Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly He 
850 855 860 

gcg teg aac tat ctt gee gag ctg caa gaa gga gat acg att acg tgc 2640 



ERSATZBLATT (HEGEL 26) 




6e Sr AVAILABLE 



Copy 



WO 01/07573 



PCT/EP00/07251 



W 14 

Ala Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr lie Thr Cys 

865 870 875 



ttt att tec aca ccg cag tea gaa ttt acg ctg cca aaa gac cct gaa 
Phe lie Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu 
880 885 890 895 



2688 



10 



acg ccg ctt ate atg gtc gga ccg gga aca ggc gtc gcg ccg ttt aga 2736 
Thr Pro Leu He Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg 
900 905 910 

ggc ttt gtg cag gcg cgc aaa cag eta aaa gaa caa gga cag tea ctt 2784 
Gly Phe Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Gin Gly Gin Ser Leu 
915 920 925 



15 



gga gaa gca cat tta tac ttc ggc tgc cgt tea cct cat gaa gac tat 2832 
Gly Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro His Glu Asp Tyr 
930 935 940 



ctg tat caa gaa gag ctt gaa aac gec caa age gaa ggc ate att acg 
Leu Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly He He Thr 
20 945 950 955 



2880 



25 



ctt cat acc get ttt tct cgc atg cca aat cag ccg aaa aca tac gtt 2928 

Leu His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val 

960 965 970 975 

cag cac gta atg gaa caa gac ggc aag aaa ttg att gaa ctt ctt gat 2976 

Gin His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu He Glu Leu Leu Asp 
980 985 990 



caa gga gcg cac ttc tat att tgc gga gac gga age caa atg gca cct 
30 Gin Gly Ala His Phe Tyr He Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro 
995 1000 1005 



3024 



35 



gec gtt gaa gca acg ctt atg aaa age tat get gac gtt cac caa gtg 3072 

Ala Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val 
1010 1015 1020 

agt gaa gca gac get cgc tta tgg ctg cag cag eta gaa gaa aaa ggc 3120 

Ser Glu Ala Asp Ala Arg Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu Glu Lys Gly 
1025 1030 1035 



40 cga tac gca aaa gac gtg tgg get ggg taa 
Arg Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 
1040 1045 



3150 



45 



<210> 35 
<211> 1048 
<212> PRT 

<213> Bacillus megaterium 
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<400> 35 

Thr lie Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys Asn 
15 10 15 

^ Leu Pro Leu Leu Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin Ala Leu Met Lys lie 
20 25 30 

Ala Asp Glu Leu Gly Glu lie Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg Val 
35 40 45 

10 

Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu lie Lys Glu Ala Cys Asp Glu 
50 55 60 



15 



Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg Asp 
65 70 75 80 

Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn Trp 
85 90 95 

Lys Lys Ala His Asn lie Leu Leu Pro Ser Phe Ser Gin Gin Ala Met 
20 100 105 110 

Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp lie Ala Val Gin Leu Val Gin 
115 120 125 

2g Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His lie Glu Val Pro Glu Asp 
^ J 130 135 140 

Met Thr Arg Leu Thr Leu Asp Thr He Gly Leu Cys Gly Phe Asn Tyr 
145 150 155 160 

30 Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe He Thr Ser 

165 170 175 

Met Val Arg Ala Leu Asp Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala Asn 

180,. 185 . .. 190 , 

^* Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu Asp 
195 200 205 

He Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys He He Ala Asp Arg Lys 
210 215 220 

40 

Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn Gly 
225 230 235 240 



45 



Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu Asn He Arg Tyr 
245 250 255 

Gin He He Thr Phe Leu He Ala Gly His Glu Thr Thr Ser Gly Leu 
260 265 270 
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16 

Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val Lys Asn Pro His Val Leu Gin 
275 280 285 

5 Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro Ser 
290 295 300 

Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn Glu 
305 310 315 320 

10 Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala . Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala Lys 

325 330 335 

Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp Glu 
340 345 350 

15 

Leu Met Val Leu lie Pro Gin Leu His Arg Asp Lys Thr lie Trp Gly 
355 360 365 

Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser Ala 
370 375 380 

20 

lie Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala Cys 
385 390 395 400 

He Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly Met 
25 405 410 415 

Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu Asp 
420 425 430 

He Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys Ala 
30 435 440 445 

Lys Ser Lys Lys He Pro Leu Gly Gly He Pro Ser Pro Ser Thr Glu 
450 455 460 

35 Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn Thr 
465 470 475 480 

Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly Thr 
485 490 495 

40 Ala Arg Asp Leu Ala Asp He Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro Gin 
500 505 510 

Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly Ala 
515 520 525 

45 

Val Leu He Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn Ala 
530 535 540 
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Lys Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val Lys 
545 550 555 560 

Gly Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala Thr 
5 565 570 575 

Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe lie Asp Glu Thr Leu Ala Ala Lys 
580 585 590 

Gly Ala Glu Asn He Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp Asp 
10 595 600 605 

Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp Val 
610 615 620 

Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp He Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys Ser 
625 630 635 640 

Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu Ala 
645 650 655 

20 Lys Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu Leu 
660 665 670 

Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu He Glu Leu 
675 680 685 

25 

Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Gin Glu Gly Asp His Leu Gly Val He Pro 
690 695 700 

Arg Asn Tyr Glu Gly He Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly Leu 
705 710 715 720 

30 

Asp Ala Ser Gin Gin He Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu Ala 
725 730 735 



35 



His, Leu, Pro Leu. Ala. Lys. Thr Val Ser Val Glu Glu. Leu Leu Gin Tyr 
740 745 750 

Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met Ala 
755 760 765 

Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His Lys Val Glu Leu Glu Ala Leu Leu 
40 770 775 780 

Glu Lys Gin Ala Tyr Lys Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leu Thr Met 
785 790 795 800 

Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser Glu 
805 810 815 

Phe He Ala Leu Leu Pro Ser He Arg Pro Arg Tyr Tyr Ser He Ser 
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Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser lie Thr Val Ser Val 
835 840 845 

^ Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly lie Ala 
850 855 860 

Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr lie Thr Cys Phe 
865 870 875 880 

10 

lie Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu Thr 
885 890 895 
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Pro Leu He Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg Gly 
900 905 910 

Phe Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Gin Gly Gin Ser Leu Gly 
915 920 925 

Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro His Glu Asp Tyr Leu 
20 930 935 940 

Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly He lie Thr Leu 
945 950 955 960 

25 His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val Gin 
" 965 970 975 

His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu He Glu Leu Leu Asp Gin 
980 985 990 

30 Gly Ala His Phe Tyr He Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro Ala 
995 1000 1005 

Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val Ser 
1010 1015 1020 

Glu Ala Asp Ala Arg Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu Glu Lys Gly Arg 
025 1030 1035 1040 

Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 
1045 

40 



45 
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